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ABSTRAKT 
 
 
 
 Karotenoidy jsou významné průmyslové pigmenty přítomné prakticky ve všech živých 
organismech.   Cílem předložené práce bylo studium regulace produkce karotenoidních 
pigmentů kvasinkami rodu Cystofilobasidium s využitím exogenních stresových faktorů. 
Růstová křivka kvasinky C. capitatum vykazuje podobně jako ostatní karotenogenní kvasinky 
dvoustupňový průběh s prodlouženou stacionární fází a s maximem produkce biomasy i beta-
karotenu  ve 103. hodině. Aplikované stresové faktory (2-5% NACl, 2-5 mM peroxid,  
0,01 - 1 mM Se (IV), 0,1-5 mM Cr(III)) neměly významný vliv na tvorbu biomasy, která 
dosahovala průměrně 8-9 g/l. Výrazně pozitivní efekt vykazoval 5mM Cr, v jehož přítomnosti 
množství biomasy dosáhlo hodnoty 10 g/L. Tvorbu β-karotenu pozitivně ovlivňovala řada 
aplikovaných stresových faktorů, nejvyšší výtěžek (695 µg/g) byl dosažen v přítomnosti 
0,1 mM Se. Tvorba ergosterolu nebyla regulována souběžně s karotenoidy jako u jiných 
karotenogenních kmenů. Produkční vlastnosti kvasinky C. capitatum za stresových podmínek 
byly srovnány s produkcí biomasy a pigmentů u kvasinek rodů Rhodotorula a 
Sporobolomyces. Kvasinka C. capitatum produkuje srovnatelné množství biomasy jako 
kvasinky rodu Rhodotorula v přítomnosti NaCl. Produkce β-karotenu vykazovala vyšší 
hodnoty (502 µg β-karotenu/g) než kvasinky rodu Rhodotorula, avšak nižší hodnoty než 
zástupci rodu Sporobolomyces, u nichž však byla podstatně nižší produkce biomasy. Karyotyp 
kvasinky Cystofilobasidium se poměrně značně liší od karyotypů kvasinek rodů Rhodotorula i 
Sporobolomyces. Ze souhrnu dosavadních výsledků vyplývá, že kvasinka Cystofilobasidium 
capitatum vykazuje podobné fyziologické i produkční vlastnosti jako průmyslové kvasinky 
rodu Rhodotorula. I přes určité odlišnosti lze tyto kvasinky považovat za potenciální 
průmyslově využitelné kmeny k produkci karotenoidních pigmentů i biomasy obohacené 
karotenoidy a přídavkem biogenních prvků. 
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 ABSTRACT 
 
 
 
 Carotenoids are important industrial pigments present practically in all living 
organisms.  The aim of presented work is the study of regulation of carotenoid production in 
yeasts of the genus Cystofilobasidium in presence of exogenous stress factors. Growth curve 
of C. capitatum exhibited typical two-stage course with prolonged stationary phase similar to 
other carotenogenic yeasts. Maximal production of biomass and beta-carotene occurred in 
103rd hour. Applied stress factors (2-5% NACl, 2-5 mM H2O2, 0,01-1 mM Se(IV),  
0,1-5 mM Cr(III)) exhibited no significant influence on biomass production, which reached 
on average 8-9 g/l. Positive effect was observed in presence of  5mM Cr where 10 g/L of 
biomass was produced. Beta-carotene formation was positively influenced by many applied 
stress factors, the highest yield (695 µg/g) was reached in presence of 0,1 mM Se(IV). No 
simultaneous regulation of ergosterol and carotenes was observed in Cystofilobasidium cells.  
Production properties of yeast strain C. capitatum CCY 10-1-1 wee compared with those of 
other carotenogenic yeasts of the genes Rhodotorula and Sporobolomyces. C. capitatum 
produced similar biomass yield as Rhodotorula sp. in presence of salt. Production of beta-
carotene by C. capitatum was slightly higher than in Rhodotorula glutinis, but lower than in 
Sporobolomyces strains which exhibited substantially lower biomass production. Karyotype 
of C. capitatum is relatively different when compared with karyotype of other carotenogenic 
yeasts. Based on summary of our results in seems that yeasts C. capitatum exhibit similar 
physiological as well as production properties as some Rhodotorula strains. Thus, yeasts of 
the genus Cystofilobasidium could be potentially used to industrial production of carotenoid 
pigments as well as yeast biomass rich in carotenoids and some biogenic elements.   
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1. ÚVOD  
 
 
Karotenoidní pigmenty patří k nejrozšířenějším přírodním barvivům, dosud bylo 
popsáno více než 600 druhů. Komerčně jsou karotenoidy využívány zejména jako 
potravinářská barviva a nutriční doplňky. Odhadovaný celosvětový obrat v roce 2005 
představoval 935 milionů dolarů. Karotenoidy jsou přítomny prakticky ve všech 
fotosyntetizujících rostlinných druzích jednak jako složky anténních systémů a dále způsobují 
žluté až červené zbarvení u většiny plodů ovoce, zeleniny a u květů. Karotenoidy jsou 
syntetizovány rovněž u řady mikroorganismů zahrnujících bakterie, řasy, kvasinky i plísně.  
Živočichové nemají schopnost syntetizovat karotenoidy, takže charakteristické zbarvení peří 
některých ptáků, hmyzích těl a tkání řady mořských korýšů je způsobeno výhradně příjmem 
karotenoidů v potravě.  
  Karotenoidy vykazují řadu významných biologických funkcí od zapojení v procesu 
pohlcení světelného záření přes fotoprotektivní efekt u rostlin a mikroorganismů až k účasti 
v procesu vidění u živočichů. Díky výraznému zbarvení se mohou karotenoidy podílet u 
některých živočichů i na sexuálním vábení.  Vlastnosti i zbarvení karotenoidů přímo souvisí 
s jejich chemickou strukturou. Konjugovaný systém dvojných vazeb je významným faktorem 
jak v přenosu energie u fotosyntézy, tak i v procesu absorpce viditelného záření souvisejícím 
s výsledným zbarvením a v neposlední řadě i pokud jde o antioxidační vlastnosti karotenoidů.   
Podle výzkumů z posledních let vykazují karotenoidy řadu důležitých funkcí v prevenci řady 
tzv. civilizačních onemocnění a rovněž v rámci dlouhodobé stabilizace fyziologických funkcí 
organismu. Jakožto membránově vázané antioxidanty působí jako ochrana před fotooxidací 
vyvolanou singletovým kyslíkem a volnými radikály.  Intenzivně je diskutována interakce 
karotenoidů s radikály ve spojení s procesem lipoperoxidace membránových lipidů. Různé 
studie naznačují, že karotenoidy mohou působit preventivně či inhibičně při rozvoji některých 
typů rakoviny, aterosklerózy či degenerativních procesů spojených s biologickým stárnutím. 
Karotenoidy i retinoidy mohou regulovat transkripční faktory. Mohou ovlivňovat proces 
apoptózy u zdravých buněk a vykazovat pro-apoptotický efekt u některých typů rakoviny. 
Biologický efekt karotenoidů v živém organismu však může být ovlivněn řadou faktorů, což 
komplikuje interpretaci výsledků klinických studií. 
     V současné době roste zájem o karotenoidy právě z důvodu jejich potenciálního efektu 
na zpomalení progrese závažných degenerativních onemocnění.  V posledních letech však 
došlo v rámci legislativy EU k poměrně striktní regulaci aplikace chemicky syntetizovaných 
karotenoidů v potravinářství i farmacii. Pozornost se tedy obrací k procesům přirozené 
produkce karotenoidů, kde je jednou z vysoce perspektivních možností biotechnologická 
produkce pigmentů pomocí vhodných mikroorganismů.  
Mezi potenciálními průmyslnými producenty karotenoidů zaujímají významné místo i 
karotenogenní kvasinky.  Akumulací karotenoidních pigmentů se vyznačují kvasinky třídy 
Basidiomycetes, mezi které patří např. rody Xanthophyllomonas, Cystofilobasidium, 
Rhodotorula, Sporobolomyces a další. Jelikož jsou poměrně snadno kultivovatelné, využívají 
se některé z nich ke komerční produkci β-karotenu, astaxanthinu a dalších pigmentů. V rámci 
řízené produkce je možné za účelem zvýšení výtěžku průmyslově důležitých látek na 
maximum využít obecně dva přístupy.  V klasickém postupu dochází ke změnám kultivačních 
podmínek a působení vhodných vnějších faktorů, druhý přístup zahrnuje metody genového 
inženýrství.   
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      Předložená diplomová práce má za cíl přispět k poznatkům o fyziologii dosud málo 
charakterizovaného karotenogenního rodu Cystofilobasidium, studovat vliv některých 
stresových faktorů na růst, metabolismus a produkci vybraných metabolitů – karotenoidů a 
ergosterolu a optimalizovat metody izolace a analýzy chromozomální DNA kvasinek. 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 
 
 
2.1. Karotenoidy  
     Karotenoidy jsou lipofilní žluté, oranžové a červené pigmenty široce zastoupené ve 
všech typech živých organismů. Většina přirozeně se vyskytujících karotenoidů patří k C40 
tetraterpenům tvořícím symetrickou molekulu z osmi C5 izopenoidních jednotek. Základní 
řetězec může obsahovat řadu různých funkčních skupin typu hydroxylových, keto- či epoxy- 
skupin.  Konjugovaný systém dvojných vazeb tvoří rigidní kostru molekuly, což zřejmě hraje 
významnou roli v rámci stabilizační funkce karotenoidů v membránách či lipoproteinových 
komplexech.  
Karotenoidy se vyskytují se v řadě organismů, jako jsou vyšší rostliny, ve kterých jsou 
asociovány s chlorofyly v chloroplastech hlavně v listech, plodech a květech, což způsobuje 
jejich zabarvení. Dále se vyskytují a jsou syntetizovány např. cyanobakteriích, řasách, 
fototrofních bakteriích a nefotosyntetizujících kvasinkách a plísních. Živočišné organismy 
nemají schopnost si tyto pigmenty syntetizovat. Mají pouze schopnost si je přetvářet na látky 
jiné struktury nebo si je ukládat v tukových tkáních [1, 2]. 
 
 
2.1.1. Struktura karotenoidů 
  Karotenoidní barviva se mohou též označovat jako polyenová barviva. Řadí se do 
skupiny tetraterpenů, tedy mezi terpenoidy, které ve své struktuře obsahují 40 uhlíkových 
atomů v 8 izoprenových jednotkách. Za svoje zbarvení vděčí systému konjugovaných 
dvojných vazeb (většinou 11 a více), který se vyskytuje v několika základních strukturách a 
jejich kombinacích. Dvojné vazby mají také vliv na spektrální vlastnosti – karotenoidy 
nejvíce absorbují světelné záření při vlnové délce 450 nm [2]. 
 
  Karotenoidy můžeme rozdělit podle několika charakteristik: 
podle obsahu kyslíku 
o Karoteny – uhlovodíky, které se liší polohou dvojné vazby (α,β,γ – karoten) 
o Xantofyly – kyslíkaté sloučeniny odvozené od karotenů (alkoholy, ketony…) 
 
podle struktury řetězce (obr. 1): 
o acyklická struktura – lykopen, fytoen… 
o monocyklická struktura – γ-karoten, torulen… 
o bicyklická struktura – α-karoten, β-karoten [3, 4]… 
 
 
2.1.2. Vlastnosti karotenoidů 
    Karotenoidy patří do skupiny lipofilních pigmentů. Jsou to nepolární sloučeniny, které 
jsou rozpustné pouze v nepolárních rozpouštědlech (tuky, organická rozpouštědla, oleje), 
proto nepronikají do živného prostředí.  
     V důsledku obsahu konjugovaného systému dvojných vazeb jsou v přítomnosti 
kyslíku velmi snadno oxidovatelné. Naopak v anaerobním prostředí jsou tyto sloučeniny 
velice stabilní. Struktura těchto látek je velmi citlivá na světelné záření a také na pH prostředí. 
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Při působení záření dochází k izomerii a vzniku epoxyderivátů. V kyselém prostředí podléhají 
karotenoidy izomeraci [5, 6].  
 
 
Obr. 1: Struktura vybraných karotenoidů 
 
 
 
2.1.3. Funkce a význam karotenoidů 
     Jelikož jsou karotenoidy v aerobním prostředí nestabilní a velice snadno se oxidují, 
působí jako antioxidanty a jejich nejdůležitější funkcí je antioxidační obrana. Mají schopnost 
zhášet singletový kyslík a inhibovat peroxidaci lipidů v membránách, ve kterých jsou vázány 
[6]. Díky této schopnosti působí karotenoidy u fotosyntetizujících organismů jako ochrana 
před volnými radikály, které vznikají ze světla působením endogenních fotosenzitivních látek.  
     Jako provitamin A ovlivňují karotenoidy imunitní systém a podílí se na procesu vidění, 
přičemž byl prokázán jejich pozitivní vliv proti vzniku šedého zákalu. Tyto látky mají 
pozitivní vliv i na řadu závažných onemocnění, které jsou způsobené vlivem volných 
radikálů, jako jsou nádory, onemocnění kardiovaskulárního systému a také na proces stárnutí 
[7, 8].  
 
2.1.4. Výskyt karotenoidů 
      Karotenoidy jsou významnými a velice rozšířenými lipofilními pigmenty mnoha 
druhů ovoce a zeleniny, ale i některých živočichů. Vyskytují se ve všech fotosyntetizujících 
rostlinných pletivech, kde působí jako fotochemicky aktivní složky plastidů. Jejich přítomnost 
v zelených částech rostlin je ale maskovaná chlorofylem. Běžně se vyskytují v ovoci 
(meruňky, mango, broskev) a v zelenině (mrkev – vysoký obsah β-karotenu, rajče, paprika). 
Dále se vyskytují např. v šafránu, rostlinných olejích i v potravinách živočišného původu 
(depotní tuk ptáků a savců, vejce, lososovité ryby a korýši) [2]. 
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2.1.5. Biosyntéza izoprenoidů 
     
2.1.5.1. Izoprenoidní dráha 
 
      Jelikož jsou karotenoidy řazeny do skupiny izoprenoidů, vychází jejich syntéza 
z obecné metabolické dráhy izoprenoidů. Téměř každý živý organismus obsahuje ve svém 
metabolismu alespoň část této obecné větvené metabolické dráhy.  Výchozí látkou biosyntézy 
izoprenoidů je acetylkoenzym A, který kondenzuje s meziproduktem syntézy mastných 
kyselin acetoacetylkoenzymem A za tvorby β-hydroxy-β-methylglutaryl koenzymu A, jehož 
redukcí vzniká kyselina mevalonová. Tato kyselina je postupně fosforylována a 
dekarboxylována za vzniku isopentenyldifosfátu (IPDP = tzv. aktivní izopren, což je stavební 
materiál terpenů a steroidů), ze kterého následnou izomerací vzniká dimetylallyldifosfát 
(DMADP). Kondenzací hlava-pata jednotek IPDP a DMADP vzniká geranyldifosfát (GDP – 
prekurzor monoterpenů), který poté podléhá další kondenzaci hlava-pata s jednotkou IPDP za 
vzniku farnesyldifosfátu (FDP). Zde se odděluje boční dráha, která vede k tvorbě steroidů. 
Následně proběhne kondenzace hlava-pata jednotek FDP a IPDP a vzniká 
geranylgeranyldifosfát (GGDP). Nakonec dojde ke kondenzaci hlava-pata dvou molekul 
GGDP, při které dojde ke vzniku fytoenu, bezbarvého prekurzoru karotenoidů [2, 10]. 
 
 
 
Obr. 2: Schéma tvorby izoprenoidů 
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2.1.5.2. Biosyntéza karotenoidů 
 
      Přímým prekurzorem karotenoidů je bezbarvý fytoen, který podléhá řadě 
desaturačních a cyklizačních reakcí, při kterých dochází ke vzniku cyklických i acyklických 
barevných karotenů a xantofylů. Výchozím necyklickým karotenem pro tvorbu dalších 
acyklických, mono- i bicyklických derivátů je lykopen (obr. 2) [1].  
 
 
Obr. 3: Syntéza karotenoidů u mikroorganismů a rostlin [12] 
 
 
 
2.1.5.3. Biosyntéza sterolů 
 
     Steroly patří rovněž ke sloučeninám izoprenoidní povahy a jsou syntetizovány částečně 
stejnou metabolickou drahou (obr. 7). Eukaryotické buňky obsahují podle druhu různé steroly 
– v živočišných buňkách převažuje cholesterol, u rostlin sitosterol a u hub ergosterol. 
V kvasinkách se obsah ergosterolu pohybuje mezi 0,1 – 2 % v sušině. Množství ergosterolu 
závisí na kmeni kvasinek, podmínkách kultivace a jeho obsah lze ovlivnit působením 
ultrazvuku, ionizačního záření, oxidačními činidly apod. Tvoří komplexy s lipidy a v této 
formaci nachází uplatnění při tvorbě fosfolipidové dvojvrstvy membrán. Pokud je ergosterol 
vystaven působení UV záření, přemění se v ergokalciferol (= vitamin D2), který je aktivní 
v živočišném metabolismu [9].  
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Obr. 4: Schéma tvorby steroidů [11] 
 
 
2.1.5.4. Hlavní regulační enzymy biosyntézy izoprenoidů a karotenoidů 
      
V posledních 10 letech byl učiněn značný pokrok v objasnění biochemické podstaty 
karoteogeneze, a to zejména díky využití genových technologií ke klonování karotenogenních 
genů. V současné době již bylo izolováno z bakterií. řas, rostlin a hub více než 150 genů 
kódujících 24 různých enzymů. Prakticky všechny enzymy zapojené v biosyntéze karotenoidů 
jsou asociovány s membránami nebo jsou přímo integrální součástí membrán. Kompletní 
biosyntetická dráha karotenoidů byla již objasněna u některých druhů bakterií, kde jsou 
příslušné crt geny lokalizovány ve formě klastru obsahujícího různý počet a uspořádání genů 
podle druhu produkovaných barviv [11]. 
     Například u bakterií rodu Erwinia je to následujících 5 genů: 
1) crtE – kóduje GGDP syntázu, která katalyzuje přeměnu FDP na GGDP  
2) crtB – fytoensyntáza, přeměna GGDP na fytoen 
3) crtI – fytoendenaturáza, konverze fytoenu na lykopen 
4) crtY – lykopencykláza, katalyzuje cyklizaci lykopenu za vzniku β-karotenu 
5) CRT – β-karotenhydroxyláza derivatizuje postupně každý β-kruh za vzniku 
zeaxanthinu přes kryptoxanthin. 
     U eukaryotických producentů, jako jsou kvasinky, plísně, řasy a vyšší rostliny, existují jen 
dílčí informace týkající se jednotlivých genů a enzymů. Fytoensyntáza je kódována úzce 
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podobnými bakteriálními crtB a eukaryotickými psy geny (obr. 8). Esenciálními kofaktory 
jsou ATP a Mg2+ nebo Mn2+ ionty. Syntéza vytlenu je inhibována fosfátovými ionty a 
skvalenstatinem. Fytoendestaturázy (crtI, crtP, pds) z různých organismů se liší v počtu 
desaturačních kroků a jejich sekvenci. U bakterií, hub a rostlin byly identifikovány dva zcela 
odlišné typy lykopencyklázy. Jeden z enzymů kóduje klasickou minometní bakteriální beta-
cyklázu (crtY), která může být předchůdcem genu pro beta-cyklázu u cyanobakterií (crtL). 
Z genu crtL byly evolučně vyvinuty rostlinné beta- a ypsilon-cyklázy. U plísní se vyskytuje 
fuzní gen crtYB pro komplex lykopencyklázy a fytoensyntázy. Výsledkem cyklizace je tvorba 
beta-iononového kruhu na každé straně molekuly lykopenu s gama-karotenem jako 
monocyklickým intermediátem. Kofaktory zapojenými v cyklizačních reakcích jsou NADH 
nebo NADPH. Beta-karotenhydroxylázy (crtZ) jsou závislé na dostupnosti kyslíku a jsou 
stimulovány 2-oxoglutarátem, askorbátem a Fe2+. Podobné vlastnosti byly popsány pro 
bakteriální ketolázy (crtW), které katalyzují inkorporaci ketoskupiny do beta-kruhu z vzniku 
ketokarotenoidů jako echinenon, cantaxanthin, astaxanthin a další [12].  
      Hlavním problémem bližší charakterizace eukaryotických crt genů je kromě složitějšího 
genomu s včleněnými introny charakter enzymů, které jsou většinou integrální součást 
membrán a po svém oddělení ztrácí aktivitu. Aby byla identifikovaná aktivita příslušných 
enzymů a objasněna regulace biosyntézy, nejčastěji se používají nepřímé metody identifikace 
genových produktů – barviv – spektroskopické techniky a chromatografické postupy -  HPLC, 
popřípadě LC/MS [13, 14]. 
 
 
2.2. Biotechnologická produkce karotenoidů 
 
Karotenoidy hrají stále významnější roli z hlediska prevence řady onemocnění 
spojených s oxidačním stresem. Zájem o tyto sloučeniny podstatně vzrostl během posledních 
20 let. Problémy spojené s chemickou syntézou a následné legislativní restrikce pro 
potravinářské využití chemicky syntetizovaných pigmentů vedly k rozsáhlému výzkumu 
zaměřenému na produkci karotenoidů pomocí mikroorganismů, které jsou schopné tvořit 
karotenoidní pigmenty, např. fotosyntetické i nefotosyntetické bakterie (Erwinia, 
Mycobacterium, atd.), řasy (Haematococcus, Chlorella, atd.), plísně (Neurospora, Blakeslea, 
atd.) a karotenogenní kvasinky (Rhodotorula, Cystofilobasidium, atd.). Při využití 
mikroorganismů k biotechnologické produkci karotenoidů mikroorganismy také odpadají 
problémy se sezónní a zeměpisnou proměnlivostí produkce karotenoidů rostlinného původu. 
Mikrobiální produkce má i velkou výhodu v potenciálním použití přírodních levných 
substrátů jako zdroje uhlíku a energie. V současnosti se již široce průmyslově využívá 
kvasinka Phaffia rhodozyma (Xanthophyllomonas dendrorhous) k produkci astaxanthinu za 
účelem přídavku obohacené biomasy do potravy ryb a drůbeže [12, 13]. 
 
 
2.2.1. Mikrobiální producenti karotenoidů 
      
Karotenoidy jsou pigmenty přirozeně tvořené řadou mikroorganismů. Mezi 
nejvýznamnější producenty patří bakterie a kvasinky.  Mezi bakteriální producenty patří jak 
fotosyntetizující tak i nefotosyntetizující druhy, např. Brevibacterium, Mycobacterium, 
Flavobacterium, Erwinia a další [19].  
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     Z kvasinek jsou nejdůležitější tzv. karotenogenní kmeny, které se vyznačují produkcí 
pigmentů, které udávají charakteristické zbarvení kolonií [19]. Jedná se hlavně o rody 
Rhodotorula, Rhodosporidium, Sporidiobolus, Sporobolomyces, Cystofilobasidium, 
Kockovaella a Xanthophyllomonas (dříve Phaffia) [19, 20]. Hlavními pigmenty kvasinek jsou  
β-karoten, γ-karoten, torulen, torularhodin a astaxanthin [15]. Kvasinky rodu Rhodotorula 
patří k nejvýznamnějším producentům karotenoidů s přednostní produkcí β-karotenu, torulenu 
and torularhodinu. Rody Cystofilobasidium and Dioszegia rovněž syntetizují uvedené 
pigmenty a další atypické deriváty. Astaxanthin je prakticky výlučně tvořen kvasinkou 
Phaffia rhodozyma. 
 Významnými producenty karotenoidů jsou rovněž plísně – např. Neurospora crassa, 
Blakeslea trispora, Mucor hiemalis, Mucor circinelloides a Phycomyces blakesleeanus. 
Zastoupení pigmentů v plísních je poměrně jednouché, převládá β-karoten. Mutanty M. 
circinelloides a Blakeslea trispora lze využít k velkokapacitní produkci karotenoidů ve 
fermentorech, zatímco Phycomyces vykazuje plný karotenogenní potenciál jak na tuhých, tak 
i v tekutých substrátech.  Řasy jsou rovněž schopny produkovat vysoká množství karotenoidů, 
převládají ketokarotenoidy a oxidované deriváty  astaxanthin, cantaxanthin a adonixanthin. 
Hlavními producenty jsou řasy rodů Haematococcus, Chlorella a Chlorococcum. 
 
 
2.2.2. Karotenogenní kvasinky 
 
      Kvasinky patří mezi heterotrofní eukaryotní mikroorganismy, které se řadí mezi houby 
(Fungi). Název kvasinky získaly podle své schopnosti zkvašovat sacharidy za vzniku etanolu 
a oxidu uhličitého. Tvar buněk je nejčastěji kulatý, elipsoidní až vejčitý a buňky mají velikost 
v rozmezí 3-6 µm. Většina kvasinek je nenáročných na kultivační podmínky a vyskytují se 
v životním prostředí jako jeho přirozená součást, mohou také způsobit kontaminaci potravin, 
rostlinného materiálu a potravinářských zařízení [21]. 
     Některé druhy kvasinek se označují jako karotenogenní, což znamená, že jsou schopné 
produkovat karotenové pigmenty, které způsobují žluté, oranžové, růžové až červené zbarvení 
kolonií. Do této skupiny patří výše zmíněné rody Rhodotorula, Cystofilobasidium, Phaffia, 
Sporobolomyces a Sporidiobolus. Nejvýznamnější producenti jsou z čeledí Rhodotorulaceae a 
Sporobolomycelaceae [22].   
  Kvasinky se mohou rozmnožovat pohlavně i nepohlavně pučením. Při pohlavním 
rozmnožování dochází ke střídání fází životního cyklu s jinou morfologií. Po spojení 
haploidních buněk a vzniku zygoty začne jedna z haploidních buněk klíčit do mycelia se 
dvěma jádry. Toto dikaryotické mycelium je drsné, suché a hnědě až černě zbarvené. Tmavé 
zbarvení je způsobeno tvorbou melaninu. Haploidní stádium je naopak červené, slizovité a 
měkké [23]. 
 
 
2.2.2.1. Struktura buňky kvasinek 
 
      Vegetativní buňka kvasinek se skládá z několika částí – buněčná stěna, 
cytoplazmatická membrána, cytoplazma, organely a jádro (obr. 5). 
     Buněčná stěna kvasinek má silnou a pevnou strukturu, udává buňce tvar a chrání ji před 
mechanickými a osmotickými vlivy. Hlavní stavební složkou jsou polysacharidy (hlavně 
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glukany, jejichž základem je glukóza), které mají strukturu vláken a tvoří hustou a pevnou síť. 
V této síti jsou vnořeny bílkoviny a malé množství lipidů a fosfolipidů [21]. 
      Cytoplazmatická membrána kvasinek je poměrně tenká (asi 7,5 – 8 nm) a je tvořena 
lipidy a proteiny. Jednou z nejdůležitějších vlastností je její selektivní propustnost, která 
umožňuje průchod malým molekulám bez náboje a tím tvoří osmotické rozhraní mezi vnějším 
prostředím a buňkou [21]. 
      Cytoplazma se zdá jako průhledná homogenní hmota, která v sobě obsahuje systém 
dvojitých membrán nazývající se endoplazmatické retikulem. Dalším membránovým útvarem 
v cytoplazmě je tzv. Golgiho aparát, který má za úkol transportovat prekurzory (=stavební 
jednotky) buněčné stěny z cytoplazmy přes cytoplazmatickou membránu. V cytoplazmě se 
vyskytují i tzv. mitochondrie, což jsou strukturální útvary velice různorodého tvaru (kulovité, 
válcovité až vláknité nebo laločnaté) o šířce 0,3-1 µm a délce až 3 µm. Mitochondrie jsou 
tvořeny převážně z bílkovin, lipidů a fosfolipidů, ale obsahují také RNA, malé množství DNA 
a jsou sídlem dýchacích enzymů a oxidační fosforylace [21]. 
      Vakuola je nejviditelnější složkou cytoplazmy. Má většinou kulovitý tvar, je 
ohraničená jednoduchou membránou a uvnitř obsahuje roztok, ve kterém jsou uloženy 
hydrolytické enzymy (proteinázy, ribonukleáza a esteráza), polyfosfáty, velká zásoba 
draselných iontů, aminokyselin a purinů [21]. 
      Jádro kvasinek je od cytoplazmy odděleno dvojitou jadernou membránou tzv. 
karyolemou s velkými póry a nachází se přibližně uprostřed buňky. V haploidním jádře se 
nachází  chromozomy (u S.cerevisiae 16 chromosomů) a jadérko srpkovitého tvaru, které se 
vyskytuje těsně pod jadernou membránou. Dále je v jádře patrné pólové tělísko vřeténka, 
které má diskový tvar a ze kterého vychází vlákna zvaná mikrotubuly (z bílkoviny tubulinu), 
které mají spolu s tělískem velmi důležitou roli při dělení buněk během rozmnožování 
kvasinek [21]. 
 
     
 
Obr. 5: Buňka kvasinky a lokalizace karotenoidů v membráně [24] 
 
 
      V jádře kvasinek je uložena genetická informace ve formě DNA. Zatímco u 
prokaryotických buněk se vyskytuje pouze jediný chromozom, který je tvořen jednou 
cyklickou molekulou DNA, u eukaryotických buněk se podle druhu v jádře vyskytuje různý 
počet chromozomů. U eukaryot jsou chromozomy tvořené chromatinem, který je tvořen 
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molekulou DNA a bílkovinami, kdy nejvíce zastoupenou bílkovinou jsou bazické histony 
[27].  
      V buňkách prokaryot a některých eukaryot se mohou kromě chromozomální DNA 
vyskytovat i kružnicové molekuly DNA označované jako plazmidy. Geny umístěné 
extrachromozomálně nejsou pro život nezbytně nutné, ale zároveň mohou kódovat důležité 
informace jako např. rezistence vůči antibiotikům [28]. 
 
 
Obr. 6: Schéma molekuly DNA, snímek separované DNA kvasinky S. cerevisce[11] 
 
 
 
2.2.2.2. Charakteristika karotenogenních kvasinek rodu 
CYSTOFILOBASIDIUM 
     
Morfologie  
Kvasinky tohoto rohu jsou poměrně málo prostudované. Rod byl vytvořen pro dvě 
teliospory tvořící kvasinky (Cystofilobasidium biosporidii a Cystofilobasidium capitatum), 
které byly dříve klasifikovány mezi Rhodosporidia. V současnosti tento rod zahrnuje 4 
kmeny: tři jsou růžově zbarvené (C. biosporidii, C. capitatum a C. infirmominiatum) a jeden 
je krémově zbarvený. Tyto kvasinky tvoří kolonie s hladkým, lesklým povrchem a tvar buněk 
je kulatý až protáhlý [25]. 
 
Fyziologie a produkce pigmentů 
      V nedávné době byl proveden pokus s dvěma zástupci rodu Cystofilobasidium, které 
byly izolovány z jarní tekoucí mízy rostliny Betula pendula a v nichž byl analyzován obsah 
karotenoidů. V kvasince Cystofilobasidium infirmominiatum byly analýzou zjištěny tři 
neobvyklé pigmenty, které byly identifikovány jako oxidované deriváty torulenu [25]. 
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      Tyto pigmenty zahrnují 16´- hydroxytorulen a torularhodinaldehyd, tedy dva 
karotenoidy známé pouze z chemické syntézy nebo jako meziprodukt biosyntézy 
torularhodinu. Dále byla objevena dosud nepopsaná forma β-apo-2´- karotenalu. Produkce 
těchto pigmentů v čistých kulturách je závislá na zvýšeném oxidačním stresu ve velmi dobře 
provzdušňovaných baňkách s nebo bez 2% EtOH (pro 16´- hydroxytorulen), nebo se 100 µM 
durochinonem (torularhodinaldehyd a β-apo-2´- carotenal). V druhé kvasince 
Cystofilobasidium capitatum byl ze všech tří pigmentů objeven pouze 16´- hydroxytorulen. 
       Torularhodin, obecný konečný produkt oxidace karotenoidů v červených kvasinkách, 
nebyl produkován žádnou ze dvou kvasinek za žádných kultivačních podmínek [25]. 
  
 
 
Obr. 7: Křížový roztěr kvasinky Cystofilobasidium capitatum 
 
 
 
2.3 Možnosti regulace tvorby karotenoidních pigmentů v buňce 
 
      Pokud jsou mikroorganismy schopně vytvořit jakýkoli metabolit ve vyšším množství 
než je nezbytné pro jejich život či rozmnožování, jedná se o tzv. nadprodukci daného 
metabolitu. Této nadprodukce je možné dosáhnout fyziologickou adaptací a velmi důležitý je 
i vliv vnějších faktorů [29]. 
     Mezi druhy fyziologické adaptace patří: 
• optimalizace složení médií 
• optimalizace podmínek vnějšího prostředí 
• využití stresových faktorů vedoucích k nadprodukci metabolitu 
• opakovaná selekce kmenů v daných podmínkách kultivace [29]. 
 
 
2.3.1 NUTRIČNÍ A FYZIOLOGICKÁ REGULACE 
 
      Životní činnost a vývoj mikroorganismů jsou závislé na vnějším prostředí. Aby mohly 
mikroorganismy žít a rozmnožovat se, je nutné v okolním prostředí dostatečné množství 
substrátů pro syntézu buněčné hmoty, zdroj energie a vhodné fyzikální, chemické a 
biologické podmínky. Mikroorganismy jsou ovšem schopné se přizpůsobit nepříznivým 
podmínkám změnou enzymového vybavení, chemického složení nebo tvaru. Také mají 
schopnost ovlivnit své okolní prostředí, např. změnou pH. Tyto schopnosti jsou ale omezené 
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určitou hraniční hodnotou, po jejímž překročení dochází k zastavení růstu nebo i smrti buňky 
[15, 29, 30, 31]. 
      Ovlivnit mikroorganismy je také možné použitím stresových faktorů, mezi které jsou 
řazeny teplota, pH prostředí, solný stres, vodní aktivita, oxidační stres a řada dalších. Buňky, 
které přežijí v prostředí se stresovými faktory, mají vyvinuty a aktivovány rychlé obranné 
systémy sloužící k opravám vzniklých škod a ochraně před dalším poškozením stejného nebo 
jiného druhu. Reakcí na stres může být vznik omezeného počtu stresových proteinů, které 
znásobí odolnost proti dalšímu stresu, a to i při krátkodobém působení.  
      U kvasinek byla zjištěna zvýšená odolnost vůči exogennímu stresu stejného nebo 
odlišného typu po dřívějším vystavení nižší dávce daného stresu. Tento efekt je realizován 
pomocí komplexního obranného systému, který vnímá a reaguje na různé druhy stresu pomocí 
tzv. mechanismů obecné stresové odezvy [11, 15, 33, 34]. 
 
 
2.3.1.1 Vliv dostupnosti zdrojů uhlíku a dusíku 
      Efektivita přeměny uhlíkových zdrojů na pigmenty a optimalizace složení 
kultivačního média s ohledem na dostupnost a cenu byly objektem mnoha studií. Jako 
potenciální zdroje uhlíku byly pro biotechnologickou produkci karotenoidů testovány různé 
zdroje včetně pentóz a hexóz, různých disacharidů, glycerolu, etanolu, metanolu, olejů a 
široké škály odpadů získaných ze zemědělství (melasa, banány, škrobový odpad, syrovátka, 
hydrolyzáty dřeva, surové kokosové mléko, atd.). Ve všech experimentech se kmeny 
Rhodotorula byly majoritní karotenoidy, jako torularhodin, torulen, β-karoten a γ-karoten, 
hodnoceny v různých poměrech závislých na složení média. Naopak v kmenech Phaffia byl 
převážně syntetizován astaxanthin jako hlavní pigment.  
      Chemické složení a koncentrace zdrojů dusíku v médiu může být také prostředkem 
fyziologické kontroly a regulace metabolismu pigmentů v mikroorganismech. Několik 
anorganických a organických dusíkatých zdrojů, jako je extrakt z mouky a proteinové 
hydrolyzáty, bylo studováno pro zlepšení produkce karotenoidů. Například použití kombinace 
(NH4)2SO4 s kvasničným autolyzátem nebo hydrolyzátem sójového proteinu zvyšuje 
v kmenech Phaffia produkci astaxanthinu. Zdá se, že variabilita obsahu karotenů 
v kvasinkách s ohledem na dusíkaté zdroje použité v médiu a rychlost produkce pigmentů 
jsou ovlivněny produkty katabolismu dusíkatých zdrojů [15]. 
 
 
 
2.3.1.2 Environmentální stres 
      Fyziologická regulace fermentačních procesů pomocí environmentálního stresu je 
jinou možností nadprodukce požadovaných karotenoidů vybranými buňkami. Změny 
životních podmínek aktivují v mikrobiálních buňkách mechanismy adaptace, během nichž 
jsou změněny fyzikálně-chemické vlastnosti a jsou aktivovány nové metabolické dráhy. Tento 
mechanismus včetně aktivní přeměny složení pigmentů je zásadní funkce adaptační reakce 
buněk mikroorganismů rostoucích za nepříznivých podmínek. 
      V literatuře jsou k dispozici informace o zlepšení objemové produkce (mg/l) a 
buněčné akumulace (mg/g) mikrobiálních karotenoidů v kvasinkách a plísních v přítomnosti 
kovových iontů (měď, zinek, železo, kobalt, hliník, atd.). Stopové prvky vykazují selektivní 
vliv na karotenoidní profil v kvasinkách, což může být vysvětleno možnou aktivací nebo 
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inhibicí specifických enzymů, hlavně specifických desaturáz zapojených do biosyntézy 
karotenoidů, vybranými kovovými ionty. Jiné vysvětlení je založeno na objevu, že přítomnost 
těžkých kovů způsobuje tvorbu různých aktivních kyslíkových radikálů, které vyvolávají 
tvorbu ochranných karotenoidních metabolitů. Tato strategie byla aplikována v několika 
kultivacích karotenogenních mikroorganismů za účelem zvýšení výtěžku mikrobiálních 
pigmentů. Biosyntéza astaxanthinu v buňkách Phaffia rhodozyma byla pozitivně regulována 
též singletovým kyslíkem a peroxidovými radikály. 
      Dále byl testován přídavek rozpouštědel jako etanol, metanol, isopropanol a 
etylenglykol do živného média jako stimulátorů karotenogeneze. Je zajímavé, že zatímco 
přídavek etanolu (2% v/v) stimuloval tvorbu β-karotenu a torulenu ve kvasince Rhodotorula 
glutinis, tvorba torularhodinu byla potlačena. Přídavek etanolu (0,2% v/v) do média kvasinky 
Phaffia rhodozyma indukoval vzrůst produkce astaxanthinu. Detailní studie potvrdily, že 
etanol aktivuje oxidační metabolismus prostřednictvím indukce HMG-CoA reduktázy, která 
zlepšuje produkci karotenoidů. Stimulace akumulace karotenoidů přídavkem etanolu nebo 
H2O2 byla efektivnější, pokud byly stresory přidány do média až v exponenciální fázi růstu 
[15]. 
 
2.3.1.3 Chemické faktory 
      Abychom docílili rychlé nadprodukce karotenoidů, lze do kultivačního média přidávat 
různé chemické stimulanty. Jedna skupina těchto látek vychází z meziproduktů cyklu 
trikarboxylových kyselin, které hrají důležitou roli v metabolických reakcích za aerobních 
podmínek. Jelikož nárůst pigmentů probíhá souběžně se snížením syntézy proteinů, při 
omezení syntézy proteinů dojde k důležitému posunu toku uhlíků směrem k syntéze 
karotenoidů. Předpokládá se rovněž, že vysoká aktivita dýchacího řetězce a cyklu 
trikarboxylových kyselin je také spojena se zvýšenou  produkcí karotenoidů. Stupeň stimulace 
byl závislý na čase přídavku meziproduktů Krebsova cyklu do kultivačního média. U 
některých plísní přídavek organických kyselin do média zvyšuje obsah β-karotenu a zároveň 
snižuje obsah γ-karotenu se současným výrazným úbytkem lykopenu 
       Chemické sloučeniny schopné inhibovat biosyntetické dráhy byly aplikovány rovněž 
za účelem charakterizace reakčních mechanismů metabolických drah. Sloučeniny, které 
inhibují biosyntézu pigmentů, mohou působit pomocí různých mechanismů, jako je inhibice 
aktivního místa enzymů pomocí allosterického efektu, změnou regulace genové exprese nebo 
blokováním esenciálních biosyntetických drah. Z tohoto pohledu bylo studováno mnoho 
chemických sloučenin včetně terpenů, aminů, alkaloidů, antibiotik, atd. Například vhodný 
přídavek 2-(4-chlorofenylthio)triethylaminu (CPTA) jakožto inhibitoru cykláz nebo N,N-
diethylalkylaminů má vliv na snížení akumulace lykopenu a γ-karotenu a následné zvýšení β-
karotenu. Naopak existují některé inhibitory jako pyrimidin nebo imidazol, které zvyšují 
tvorbu lykopenu inhibicí enzymů odpovědných za cyklizaci v plísních. Za účelem dosažení 
komerčně zajímavého profilu karotenoidů byl proveden experiment s přídavkem difenylaminu 
(DPA) a nikotinu do kultivačního média kvasinek Rhodotorula rubra a Rhodotorula glutinis. 
DPA blokuje inhibicí fytoensyntázy sekvenci desaturační reakce, což vede k akumulaci 
fytoenu společně s jinými nasycenými karotenoidy. Kultivace Xanthophyllomyces 
dendrorhous v přítomnosti DPA a nikotinu při 4 °C vedla k aktivaci interkonverze β-karotenu 
na astaxanthin [15].  
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2.3.1.4 Vliv aerace 
       Je obecně známo, že dostupnost kyslíku podmiňuje množství pigmentů i jejich profil, 
jelikož molekulární kyslík se přímo účastní desaturačních reakcí. Dosud byla studována řada 
interakcí mezi rozpuštěným kyslíkem, složením média a kyslíkovými požadavky daného 
mikroorganismu a výsledky mohou sloužit jako vodítko pro vysvětlení přesné role kyslíku 
v mikrobiální biosyntéze karotenoidů. Studie vlivu aerace na kmeny Rhodotorula odhalily 
menší efekty na složení karotenoidů, třebaže celková syntéza byla aerací stimulována. Také 
produkce astaxanthinu byla podstatně zvýšena, pokud byly kmeny Phaffia kultivovány při 
vhodném množství kyslíku. Rovněž morfologie Blakeslea trispora závisí na aeraci, přičemž 
zygospory jsou morfologické útvary zodpovědné za produkci β-karotenu [15].   
 
 
2.3.1.5 Teplotní stres 
      Teplota vnějšího prostředí je jedním z hlavních faktorů, které mají vliv na životní 
cyklus mikroorganismu. U každého mikroorganismu rozeznáváme 3 základní teplotní body: 
» minimální teplota - nejnižší teplota, při které je mikroorganismus schopný se 
rozmnožovat ještě zjistitelnou rychlostí 
» optimální teplota – teplota, při které se mikroorganismus rozmnožuje nejvyšší 
rychlostí 
» maximální teplota – teplota, při níž je mikroorganismus schopen se ještě rozmnožovat 
Teplota velmi významně ovlivňuje enzymy, které regulují produkci karotenoidů. Např. 
Rhodotorula glutinis produkuje β-karoten za nižší teploty, zatímco ke zvýšení produkce 
torulenu došlo až při vyšší teplotě. Důvodem může být skutečnost, že dehydrogenace a 
dekarboxylace gama-karotenu, jež vede ke vzniku torulenu, je významně závislá na teplotě. 
Také kvasinka P. rhodozyma vykazovala 50% nárůst produkce karotenoidů a zvýšenou 
hladinou astaxanthinu při nízké teplotě. Naopak plíseň Mucor rouxii kultivovaná za aerobních 
podmínek při 40 °C syntetizovala třikrát více karotenoidů ve srovnání s optimální teplotou 
růstu 28 °C. [29, 35, 36]. 
 
 
2.3.1.6 Vliv záření 
      Nebezpečné UV záření působí na mikroorganismus jako silný mutagen a může 
způsobit i usmrcení buněk. Nejvíce působí záření o vlnové délce 256 nm, kdy dochází k jeho 
pohlcování nukleovými kyselinami, takže UV záření velmi snižuje celkovou odolnost buněk. 
      I rentgenové záření v krátkých vlnových délkách je řazeno mezi silné mutageny, které 
mohou způsobit usmrcení buněk. Tento efekt je způsoben interakcí záření s citlivými buňkami 
nebo působením volných radikálů [29, 37]. 
 
 
2.3.2 Regulace produkce karotenoidů s využitím genových technologií 
      
Obor zabývající se genovými technologiemi se nazývá genové inženýrství. V tomto 
oboru dochází k vytváření umělé kombinace genů nebo jsou tvořeny změněné či úplně nové 
geny, které jsou zaváděny do genomu organismu za účelem rekonstrukce jejich genetické 
informace. Základní operací je manipulace s DNA in vivo, jejímž základem je vytvoření 
rekombinační molekuly DNA a její klonování, kdy dochází k vyjádření (expresi) cizích genů 
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v cizích hostitelských organismech, k následnému zisku a izolaci metabolitu a ke studiu genů, 
jejich struktury a funkce [38]. 
 Současný pokrok v genových technologiích mikroorganismů vedl k předpokladu, že 
bude možné geneticky modifikovat tradiční přirozené producenty tak, aby tvořili 
technologicky významné množství pigmentu. Ideální mikrobiální producent by měl být 
schopen tvořit požadovaný pigment kontinuálně a s nízkými výrobními náklady. Jelikož se 
však regulace produkce karotenoidů účastní řada faktorů a je vyžadována interakce více 
skupin genů, je otázka, do jakého stupně bude možné modifikovat biosyntetický aparát 
k průmyslovým účelům.  
 Jednou ze strategií použitou v řadě prací byla produkce pigmentů v kmenech, které 
nejsou přirozenými producenty (bakterie E.coli, kvasinky Candida utilis, Saccharomyces 
cerevisiae, Zymomonas mobilis). Přestože základní izoprenoidní dráha je ubikvitní, syntéza 
karotenoidů v transgenních organismech může být komplikována nedostatkem 
bezprostředních prekurzorů (IDP, DMADP, GGDP) a také omezenou skladovací kapacitou 
vytvořených karotenoidů v buňce. Určitých úspěchů bylo dosaženo regulací toku metabolitů 
centrální izoprenoidní drahou (modifikace HMG-CoA reduktázy) a také regulací množství 
prekurzorů. Například zvýšená exprese IDP isomerázy (idi - katalyzuje isomerizaci IDP na 
DMAP) současně s multifunkční GGDP synthazou z archaebakterií (gps - konvertuje IDP a 
DMADP přímo na GGDP) vedla k 50-násobnému zvýšení produkce astaxanthinu v E.coli.  
 Kombinace genů z více různých organismů disponujících rozličnými biosyntetickými 
větvemi nevedla vždy k syntéze nových typů pigmentů; například většina druhů plísně Mucor 
produkovala majoritně β-karoten. Naopak modifikace téže plísně geny z bakterie 
Agrobacterium aurantiacum vedla u transformantů k produkci nových derivátů. Plíseň 
Fusarium sporotrichioides byla geneticky modifikována za účelem produkce lykopenu 
pomocí vnesení genů z bakterie Erwina uredovora. Producenti astaxanthinu 
Phaffia/Xanthophyllomyces byli rovněž využiti k izolaci genů pro enzymy jako je 
fytoendesaturáza, IPD izomeráza a epoxidhydroxyláza a těmito geny byla modifikována 
bakterie E.coli [15]. 
 
 
2.4. Metody studia růstu a metabolismu mikroorganismů 
 
2.4.1.  Kultivace a růstové charakteristiky mikroorganismů 
 
2.4.1.1. Živná média 
 
      Ke kultivaci mikroorganismů v laboratoři jsou využívána sterilní živná média, která 
mohou být kapalná, polotekutá a tuhá a jejich výběr závisí na druhu MO. Je nezbytné, aby 
složení média co nejvíce odpovídalo přirozeným podmínkám daného MO, v opačném případě 
nebude mít kultura dostatečné podmínky pro svůj růst a vývoj [29]. 
      Pro růst a rozmnožování mikroorganismů nutně vyžadují vhodný zdroj uhlíku na 
syntézu buněčné stěny a zdroj energie např. cukry, alkohol, organické kyseliny. Jako stavební 
kameny jsou používány také sloučeniny, které jsou součástí buněčné hmoty a mohou 
procházet z prostředí do cytoplazmy (aminokyseliny, vitamíny, purinové a pyrimidinové 
báze). Nejvhodnější koncentrace základních zdrojů uhlíku a energie je 1 – 2 % za aerobních a 
4 – 8 % za anaerobních podmínek. 
  
- 25 - 
      Nejvhodnější zdroj dusíku pro převážnou část mikroorganismů představují amonné 
soli, nejčastěji ve formě fosfátů a síranů. Některé MO jsou schopné i asimilovat dusičnany a 
malá skupina MO je schopná asimilovat přímo vzdušný dusík. Nejvhodnější koncentrací 
dusíku je asi 0,1 g v 1000 cm3 živné půdy.  
      Fosfor umí MO asimilovat většinou ve formě anorganických fosfátů. Potřeba fosforu 
kolísá podle druhu MO. Jeho nedostatek zpomaluje kvasné procesy a růst. 
      Jako zdroj síry většinou slouží sírany, přidávané hlavně jako síran amonný. MO 
mohou ale také využívat sirné aminokyseliny, a to hlavně jako stavební kameny bílkovin. 
Sírany a chloridy jsou většinou zdrojem nezbytných kationtů. Jedná se o poměrně malé 
koncentrace stanovené pokusy. Při zvýšení koncentrace může dojít k inhibici metabolismu a 
rozmnožování [29]. 
 
 
 
2.4.1.2. Růstová křivka 
 
      MO mohou v daném prostředí růst a množit se pokud mají dostatečný zdroj živin a 
vhodné kultivační podmínky. Růst a množení jsou ale limitovány koncentrací metabolitů 
vylučovaných buňkou do prostředí. 
       V prostředí laboratoře jsou MO normálně kultivovány v uzavřeném systému, který je 
charakteristický na začátku vysokými koncentracemi živin. Během růstu MO ale dochází 
k postupnému vyčerpávání živného substrátu a nahromadění metabolitů. Grafickým 
znázorněním růstu MO je růstová křivka, která je charakterizovaná danými úseky, tzv. fázemi 
[19, 30]. 
 
 
 
Obr. 8: Růstová křivka 
 
 
 
1) lag-fáze = adaptační, bývá na začátku kultivace. V průmyslu je nežádoucí, protože 
nedochází k růstu kultury, ale pouze jen k adaptaci na nové podmínky. 
2) fáze zrychleného růstu 
3) exponenciální fáze – nutný je dostatek živin. Ke konci této fáze je rychlost 
množení maximální. V průběhu se snižuje koncentrace substrátu, část je 
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prodýchána a zbytek je přeměněn na produkt. Velmi důležitá fáze z hlediska 
tvorby primárních produktů. 
4) fáze zpomaleného růstu 
5) stacionární fáze – dochází zde k zastavení růstu, ale tato fáze je velmi důležitá 
z hlediska tvorby sekundárních metabolitů. 
6) fáze odumírání buněk [29, 37]. 
 
 
 
2.4.1.3. Metody stanovení biomasy 
 
      Ve výzkumu je často nutné stanovit počet mikroorganismů ve vzorku a jejich sušinu. 
Metody slouží ke stanovení kinetiky růstu, specifických rychlostí růstu a množení v různých 
fázích kultivace mikroorganismů, k bilanci fermentačních procesů a také pro představu o 
potenciální kontaminaci kultury [39]. 
 Gravimetrické stanovení sušiny se nejčastěji používá při biochemických pracích a při 
sestrojování růstové křivky. Spolehlivých výsledků je možné dosáhnout užitím čirých půd, na 
kterých rostou kultury daných mikroorganismů. Při použití půdy s pevnými částicemi nebo 
sraženinami je nutné pro zjištění množství sušiny odečíst hmotnost pevných částic 
nezaočkované půdy od hodnot suché hmotnosti vzorku s mikroorganismy, který byl vysušen 
do konstantní hmotnosti při 105 °C a následně ochlazen na laboratorní teplotu v exsikátoru 
[39]. 
 Turbidimetrické stanovení biomasy je založeno na rozptylu světla drobnými částicemi 
suspendovanými v kapalině. Způsob rozptylu je různý pro různé vlnové délky a závisí nejen 
na optických vlastnostech kapaliny a suspendovaných částic, ale i na velikosti a tvaru těchto 
částic [39, 40]. 
 
 
 
2.4.2. Izolace subcelulárních struktur 
 
 
2.4.2.1. Metody dezintegrace buněk 
 
      Pro úspěšné získání čistých subcelulárních struktur je nutné rozrušení buněk. 
V ideálním případě dochází k rozbití buněk spojenému s minimálním poškozením 
subbuněčných částic a se zachováním plné enzymové aktivity [39]. 
      U každého typu dezintegrace je posuzována efektivita, což jsou procenta 
dezintegrovaného materiálu za určitý čas. Efektivita závisí na typu dezintegrátoru a typu 
mikroorganismu. Buňky s pružnými stěnami se rozrušují lépe než buňky se stěnami rigidními. 
Dále záleží na stáří a fyziologickém stavu kultury. Jelikož kvasinky patří mezi hrubostěnné 
mikroorganismy, dezintegrace jejich buněk probíhá obtížněji než u bakterií nebo živočišných 
buněk [39, 41]. 
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» Nemechanické metody dezintegrace 
      Do této skupiny patří metody chemické, fyzikální a enzymologické, přičemž chemické 
sem patří jen částečně, neboť se u kvasinek jedná pouze o extrakci (izolace lipidů, 
karotenoidů, atd.). Buněčnou stěnu lze narušit sušením, rozpouštědlem nebo opakovaným 
zmrazováním a rozmrazováním. Také enzymologické metody jsou velmi účinné. Využívají 
buď lýzu buněčných stěn pomocí enzymů z trávicích šťáv hlemýžďů nebo směsi β-glukanáz 
s následným osmotickým šokem, kdy dojde k uvolnění obsahu z protoplastů. Jestliže je 
během růstu inhibována syntéza buněčné stěny, mohou být mikroorganismy dezintegrovány i 
prostým osmotickým šokem [39, 42]. 
 
 
» Mechanické metody dezintegrace 
      V případě kvasinek jsou velice účinné mechanické metody, které je možné rozdělit 
podle sil a prostředí, ve kterém působí. Velké hydrodynamické střihové síly je možné 
dosáhnout pomocí ultrazvuku, mícháním, mletím a lisováním. Použití ultrazvuku na buňky 
kvasinek je málo efektivní. Mletí v pevném stavu nebo ve formě pasty se provádí pomocí 
různých mlýnů a lisů, kdy se jako abrazivum používá skleněný nebo křemenný prášek, hlinka 
a Al2O3 [39, 42]. 
  
 
 
2.4.3. Izolace a analýza lipofilních pigmentů 
      Látky podobné karotenoidům se nejčastěji stanovují metodami pracujícími v UV-VIS 
oblasti světelného záření ve spojení s extrakcí a kapalinovou chromatografií. 
 
 
2.4.3.1. Izolace karotenoidů a ergosterolu 
      Nejčastější metodou izolace karotenoidů biologického materiálu je extrakce. Na 
izolaci karotenoidů ze vzorků s vysokým obsahem vody se používá jako extrakční činidlo 
aceton. U kvasinek stejně jako v živočišných matricích jsou karotenoidy vázány 
v lipoproteinové frakci membrán a pro jejich uvolnění je nutné vzorek zmýdelnit (např. 
pomocí KOH) a poté několikanásobně extrahovat nepolárním rozpouštědlem, např. 
diethyletherem, hexanem nebo petroletherem [39,40]. Stejně jako karotenoidy se izolují i 
steroly extrakcí ze zmýdelněného vzorku (z nezmýdelněné frakce) [44]. 
      Specifickou extrakční metodou je extrakce pevnou fází (SPE), kterou je možné označit 
za chemickou filtraci, jelikož pevná fáze selektivně zachycuje složky na základě jejich 
chemické podstaty. Sorbent je většinou tvořen silikagelem s navázanými organickými 
skupinami, které určují hydrofobní charakter fáze. K extrakci sloučenin z vody je tedy nutná 
kondicionace silikagelu v koloně pomocí metanolu nebo podobného rozpouštědla, které 
pronikne do vázaného povrchu a umožní tak molekulám vody i vzorku difundovat dovnitř. 
Přebytek rozpouštědla je odstraněn vodou nebo jinou kapalinou. Složky vzorku, které 
interagují se sorbentem silněji, zůstanou vázané na povrchu silikagelu a po eluci vhodnými 
rozpouštědly je lze ze sorbentu izolovat [45]. 
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2.4.3.2. Analýza karotenoidů a ergosterolu  
      Nejčastější metodou využívanou pro kvalitativní i kvantitativní analýzu karotenoidů je 
chromatografie v různém uspořádání – tenkovrstvá i kolonová, v hydrofobním uspořádání, 
chromatografie na reverzní fázi se spektrofotometrickou detekcí či detekcí pomocí diodového 
pole. Absorpční spektrofotometrie je vhodná pouze pro roztoky jednotlivých karotenoidů, 
poněvadž absorpční maxima většiny pigmentů se překrývají.  
Chromatografické metody jsou separační metody, které využívají k dělení složek 
směsi mnohonásobného opakovaného vytváření rovnovážných stavů složek mezi dvěma 
fyzikálně odlišnými fázemi. Vzorek je vnášen mezi tyto fáze, z nichž jedna je mobilní a druhá 
je stacionární. Rovnovážné stavy jsou vytvářeny na základě různých fyzikálně-chemických 
interakcí mezi složkou a mobilní fází, složkou a stacionární fází a také mezi stacionární a 
mobilní fází. Vzorek je unášen mobilní fází a při jejím pohybu dochází k zadržení některých 
složek vzorku, které jsou více přitahovány k fázi stacionární. Tímto způsobem jsou od sebe 
oddělovány jednotlivé komponenty vzorku [45, 46]. 
      Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC – High Performance Liquid 
Chromatograpfy) je metoda založená na klasickém uspořádání kolonové chromatografie. 
Díky vysokému tlaku mobilní fáze (až 50 MPa) a krátkým kolonám plněných sorbenty 
z velmi jemných částic (5-10 µm) lze dosáhnou vysoké účinnosti a rychlosti. K dávkování 
vzorku jsou používány vícecestné dávkovací kohouty nebo nástřik roztoku injekční stříkačkou 
přes septum. 
       Nejčastější detekcí u HPLC je fotometrická detekce, díky které je stanovena 
absorbance mobilní fáze vycházející z kolony. Detektory jednoduššího typu měří při jedné 
vlnové délce v UV oblasti, složitější umožňují nastavení vlnové délky monochromátorem. 
Nejdokonalejší detektory jsou schopné pomocí diodového pole proměřit absorpční spektrum 
v určité oblasti vlnových délek. V současnosti se ovšem ke stanovení neznámých složek 
vzorku používá již standardně i hmotnostní detektor. 
       Například k analýze karotenoidů byla před několika lety zavedena metoda HPLC a 
diodovým polem jako detektorem, která umožňuje kombinaci výsledků separace s přímou 
spektrální analýzou. Je považována za rychlou, přesnou a reprodukovatelnou techniku 
vhodnou pro identifikaci i kvantifikaci [47,48]. Vzorek zaznamenaný detektorem je možné 
identifikovat pomocí vyhodnocení tzv. píků, které mají v ideálním případě tvar Gaussovy 
křivky. Výška a plocha píku charakterizují kvantitativní vyjádření vzorku a poloha píku 
(retenční čas) udává separovanou složku [45, 46]. 
      Chromatografie probíhá ve dvou stupních – v prvním dochází k adsorpci látek na 
sorbent podle jejich afinity, ve druhém stupni je nutné látky ze sorbentu uvolnit. Uvolnění 
látek je prováděno vymytím (elucí) vhodnou mobilní fází [49]. 
      Při programování podmínek eluce lze použít dvě základní techniky. Jednodušší je tzv. 
izokratická eluce, při které je složení mobilní fáze konstantní v čase a zůstává stejné po celou 
analýzu. Mnohem účinnější technikou je ovšem gradientová eluce, kde se složení mobilní 
fáze s časem mění a eluční síla se zvyšuje. Koncentrační gradient eluce druhého typu může 
být charakterizován třemi parametry: počáteční koncentrací účinné eluční složky v mobilní 
fázi, strmostí a zakřivením gradientu, podle kterého dělíme tvar gradientu buď na lineární, 
logaritmický nebo exponenciální. Při zvýšení počáteční koncentrace eluční složky a strmosti 
gradientu dosáhneme rychlejší eluce, ale snížíme rozlišení. Čím nižší je strmost gradientu a 
počáteční koncentrace složky, tím lepšího rozdělení směsi dosáhneme [50]. 
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Obr. 9: Model izokratické eluce HPLC [57] 
 
 
 
 
Obr. 10: Model gradientové eluce HPLC [57]. 
 
 
 
 
Obr. 11: Přístroj pro HPLC 
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Obr. 12: Chromatogram hlavních karotenoidů v kvasince Rhodotorula glutinis [11]. 
 
 
2.4.3.3. Absorpční spektrometrie v UV-VIS oblasti 
      Principem absorpční spektrometrie je interakce látky a elektromagnetického záření 
v rozmezí vlnových délek 200-700 nm po průchodu monochromátorem – hranolem nebo 
mřížkou. Pohlcením záření přechází molekula do excitovaného stavu. Látky, které ve své 
struktuře obsahují chromofory, poté poskytují charakteristické absorpční pásy sloužící k jejich 
identifikaci [45].  
       Tuto metodu je možné použít ke kvantitativní analýze anorganických i organických 
sloučenin, k identifikaci pigmentů, stanovení množství a čistoty DNA a k důkazu 
chromoforních skupin [45]. 
 
 
 
 
 
Obr. 13: Absorpční spektrum β-karotenu 
  
- 31 - 
2.4.4. Izolace a analýza DNA 
 
2.4.4.1. Izolace DNA 
      Makromolekuly izolované DNA se svými vlastnostmi velmi liší jak od jiných 
biomakromolekul, tak i od syntetických polymerů. Základními rozdíly jsou mimořádně 
vysoká molekulová hmotnost DNA a relativní rigidita její lineární molekuly, která je dána 
povahou její dvoušroubovicové konformace. Při izolaci a manipulaci s DNA dochází k její 
mechanické a zčásti i enzymatické degradaci, takže určení molekulové hmotnosti DNA je 
velice obtížné [3]. DNA je možné izolovat buď jako celkovou genomickou DNA, nebo podle 
potřeby konkrétní typ DNA [51]. 
       Izolovat DNA je možné několika metodami. Volba konkrétní metody závisí jak na 
typu biologického materiálu pro izolaci DNA, tak i na rychlosti a účinnosti metody. Postup 
izolace DNA je rozdělen do několika základních kroků: homogenizace biologického 
materiálu, po které následuje lyze buněčných stěn, cytoplazmatických i jaderných membrán a 
denaturace proteinů pomocí lytického pufru, jehož nutnou součástí je kyselina 
etylendiaminotetraoctová (EDTA), která působí jako chelatační látka tvořící komplexy 
s kationty (např. Ca2+). Tyto ionty slouží jako kofaktory enzymů štěpících nukleové kyseliny. 
Jestliže by tyto ionty nebyly vázány do komplexů, nukleázy by zůstaly aktivní a izolovanou 
DNA by rozštěpily. 
       Dalším krokem může být denaturace proteinů pomocí dodecylsulfátu sodného nebo 
jejich degradace enzymem proteinázou K. Směs degradovaných proteinů a polysacharidů se 
odstraní pomocí octanu sodného nebo směsí fenol-chloroform. Nakonec je izolovaná DNA 
vysrážena etanolem a uchována při teplotě -20°C [51]. 
 
 
2.4.4.2. Analýza DNA pomocí elektromigračních metod 
       Elektromigračními nebo elektroforetickými metodami nazýváme soubor technik, které 
využívají pohybu ionizovaných částic v elektrickém poli. Částice se pohybují konstantní 
rychlostí úměrnou velikosti jejich nábojů. Při průchodu médiem jsou částice vystaveny 
odporovým silám vnitřního tření. Výsledná pohyblivost (mobilita) částic je tedy dána 
rovnováhou mezi silou elektrického pole a silou vnitřního tření [52]. 
       Nejběžnějšími elektroforetickými technikami pro separaci biomakromolekul jsou tzv. 
zónové elektroforézy neboli elektroforézy na nosičích. Nosiče musí být hydrofilní a 
nerozpustné ve vodě. Prvními použitými nosiči byly chromatografický papír, škrob nebo 
celulóza, v dnešní době se ovšem používají hlavně gelové materiály. Při použití gelových 
materiálů se kromě elektroforetické pohyblivosti uplatňuje i efekt molekulového síta, kdy 
rychlost pohybu molekul závisí na velikosti pórů v gelu. Velké molekuly jsou více 
zadržovány než malé. Principem separace tedy není jen velikost náboje, ale také různá 
velikost molekul [52]. 
 
 
 Pulzní gelová elektroforéza 
      Pulzní gelová elektroforéza byla poprvé popsána v roce 1984 Schwartzem a Cantorem 
jako nový způsob separace DNA [53]. Konvenční techniky umožňují účinné dělení DNA o 
velikosti do 20 kb, ale chromozomy eukaryotických organismů obsahují jednotlivé podstatně 
delší molekuly DNA, často až několik Mb. Takto dlouhé molekuly se většinou v průběhu 
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separace štěpí na fragmenty [51]. U organismů s relativně malým genomem (např. 
Saccharomyces cerevisce) je možné k separaci s výhodou použít periodického střídání 
elektrického pole v průběhu elektroforézy v technice zvané pulzní gelová elektroforéza 
(PFGE) [54]. 
 
 
Obr. 14: Aparatura PFGE (zleva chladící vana, elektroforetický tank, řídící jednotka, zdroj) 
 
 
       PFGE je unikátní elektroforetická metoda použitelná i k separaci velmi dlouhých 
úseků DNA. Byla vyvinuta za účelem srovnání různých typů vzorků a stanovení rozdílů mezi 
nimi. Je běžně používána k mapování genů, pro taxonomické účely či medicínskou 
epidemiologii. Je možné ji ovšem aplikovat i na sledování vzniku zlomů DNA způsobených 
genotoxickými látkami a kvality činnosti reparačních systémů [53]. 
      Pro provedení PFGE je potřebná aparatura (obr.) se dvěma páry elektrod vzájemně 
orientovaných pravoúhle, popřípadě se třemi páry elektrod sestavených hexagonálně. 
Elektrická pole jsou aplikovaná střídavě v různých úhlech a v přesně stanovených časových 
úsecích. Nukleové kyseliny putují gelem od katody k anodě. Při aktivaci prvního elektrického 
pole se separované molekuly srovnají do správného směru a začnou se pohybovat gelem. 
Přerušením tohoto elektrického pole a zařazením dalšího jsou molekuly donuceny změnit 
směr pohybu. Na tuto náhlou změnu reagují nukleové kyseliny reorientací svého řetězce podél 
nového směru elektrického pole. Čas potřebný k přeorientování molekul se zvyšuje s délkou 
jejich řetězce. S každou reorientací se tedy menší fragmenty DNA začnou pohybovat v novém 
směru rychleji než větší úseky DNA, které se zpožďují, a tím je dosaženo vyšší účinnosti 
dělení. Separace probíhá převážně na základě rozdílné velikosti molekul [52]. 
       Spolu s rozvojem separace velkých molekul DNA bylo nutné zavést i modifikované 
postupy šetrné izolace a zpracování preparátu. Větší molekuly DNA (např. kvasinkový 
chromozom) je snazší izolovat z buněk v přítomnosti LM agarózy (= agaróza s nízkým bodem 
tání) a výsledný preparát DNA nanášet na gel ve formě agarózových bločků [55,56]. 
       Pomocí PFGE je možné rozdělit extrémně velké molekuly DNA o velikostech 30 až 
50 kb, někdy i více než 10 Mb. V současnosti je PFGE jediná elektroforetická technika 
umožňující použít při mapování či klonování analýzu malého počtu velkých částí genomu 
namísto velkého počtu malých fragmentů DNA [57, 58]. 
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3. Cíl diplomové práce 
 
     Cílem předložené diplomové práce, která je zaměřena na sledování metabolických změn 
kvasinek rodu Cystofilobasidium kultivovaných v přítomnosti stresových faktorů, je řešení 
následujících dílčích úkolů: 
 
» stanovení růstových charakteristik karotenogenní kvasinky druhu Cystofilobasidium 
capitatum 
 
» sledování změn produkce karotenoidních pigmentů u Cystofilobasidium capitatum  při 
kultivaci v přítomnosti různých stresových faktorů 
 
» srovnání produkce karotenoidů kvasinky Cystofilobasidium capitatum a dalších 
karotenogenních kvasinek za různých kultivačních podmínek 
 
» optimalizace metody izolace a analýzy chromozomální DNA za účelem rozdělení 
kvasinkových chromozomů 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
- 34 - 
4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
 
 
4.1. Použité látky, přístroje, pomůcky a kvasinkové kmeny 
 
 
4.1.1. Chemikálie  
   
 Chemikálie pro kultivaci MO 
Sladina, Pivovar Starobrno (ČR) 
Kvasničný autolyzát, Himedia (Indie) 
D-glukóza bezvodá p.a., Lachema (ČR) 
Síran amonný (NH4)2SO4 p.a., Lachema (ČR) 
Dihydrogenfosforečnan draselný (KH2PO4) p.a., Lachema (ČR) 
Síran hořečnatý heptahydrát p.a., Chemapol (ČR) 
Chlorid sodný A..a., Lachema (ČR) 
Peroxid vodíku, Sigma    
Chlorid chromitý, Fluka (Sigma) 
Seleničitan sodný; Sigma
 
 
 
 Standardní chemikálie 
Ergosterol, Sigma (SRN) 
Lykopen, Sigma 
beta-karoten, Sigma 
směsný standard alfa-, beta-karoten; Sigma 
 
 Chemikálie pro izolaci DNA 
Chelaton III (EDTA) p.a. Lachema (ČR) 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), Serva (SRN) 
Dodecylsíran sodný (SDS), Serva (SRN) 
β – merkaptoethanol, Serva (SRN) 
Lytikáza, Sigma-Aldrich (SRN)  
Agaróza (low melting), Serva (SRN)  
N-laurylsarkosin, Sigma-Aldrich (SRN)  
Proteináza K, Serva (SRN) 
 
 Chemikálie pro izolaci karotenoidů 
Aceton p.a., Lachema (ČR) 
Diethylether p.a., Lachema (ČR) 
Ethanol pro UV-VIS, Lachema (ČR) 
Hydroxid draselný p.a., Lachema (ČR) 
 
 
 Chemikálie pro HPLC 
Methanol pro HPLC, Sigma – Aldrich (SRN) 
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 Chemikálie pro PFGE 
Agaróza – Low Melting, Sigma (SRN) 
Agaróza „Premium“, Serva 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), Serva (SRN) 
Chelaton III (EDTA) p.a. Lachema (ČR) 
Kyselina boritá (H3BO4) 
NaOH p.a., Lachema (ČR) 
 
 
4.1.2. Přístroje a pomůcky 
 
4.1.2.1.  Kultivace mikroorganismů 
Spektrofotometr VIS, Helios α, Unicam (UK) 
Mikroskop L II ooA, Intraco Micro (SRN) 
GKB Color Digital CCD kamera (Taiwan) 
Třepačka Heidolph Unimax 1010, (SRN) 
Třepačka Yellow line, (SRN) 
Centrifuga 3-15, Sigma (SRN) 
Centrifuga U-32R Boeco, (SRN) 
Analytické váhy Boeco, (SRN) 
 
 
4.1.2.2.  Izolace a stanovení DNA 
Mikrocentrifuga Cu-C, Sunon (Taiwan) 
Sestava PFGE od firmy Pharmacia Biotech, (Švédsko) 
 Gene Navigator, Pharmacia Biotech, (Švédsko) 
 GN Controller, Pharmacia Biotech, (Švédsko) 
Programmable Power Supply, MP-500V, (Švédsko) 
Thermostatic Cooler (Julabo Labortechnic GmbH), (SRN) 
 
 
4.1.2.3.  Izolace a stanovení karotenoidů 
Vakuová odparka REV, IKA (SRN) 
Vodní lázeň EL-20, Merci a.s. (ČR) 
Vortex TK3S, Kartell spa (USA) 
Vortex GENIUS 3, IKA (SRN) 
Mikrocentrifuga Cu-C, Sunon (Taiwan) 
Sestava HPLC/UV-VIS od firmy ECOM spol. s.r.o. (ČR): 
Programátor gradientu GP 5 
Vysokotlaké čerpadlo typ P 4020 
Dávkovací ventil typ C 
Termostat kolony typ LCO 101 
UV-VIS detektor procesorový, typ LCD 2084 
Kolona Biospher (4,6 x 150 nm); reverzní fáze PSI 200 C18 (7 µm), Labicom (ČR) 
Předkolona Biospher (4,6 x 150 nm); reverzní fáze PSI 200 C18 (7 µm), Labicom (ČR) 
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4.1.2.4.  Vyhodnocení dat 
SW Lucia Image aktive 5.0, Laboratory Imaging spol. s.r.o. (ČR) 
UltraLum, Inc. Ultra Viewer, (USA) 
Integrátor Data Apex CSW v. 1.7, SW Clarity 
Microsoft Office Excel 2007 
 
 
4.1.3.  Kvasinkové kmeny 
Pro stanovení růstových charakteristik a izolaci a stanovení cílových metabolitů byly vybrány 
karotenogenní kvasinky rodu Cystofilobasidium capitatum CCY 10-1-1 a CCY 10-1-2 
získané ze Sbírky kvasinek Chemického ústavu SAV v Bratislavě. Jako srovnávací byly 
použity kvasinky Rhodotorula aurantiaca CCY 20-9-7, Rhodotorula glutinis CCY 20-2-26, 
Rhodotorula rubra CCY 20-7-31 a Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4, Sporobolomyces 
salmonicolor CCY 19-4-6 a Sporobolomyces shibatanus CCY 19-20-3 získané ze stejného 
zdroje. 
 
 
4.2. Kultivace mikroorganismů  
 
4.2.1. Uchovávání kultur 
    Kultury kvasinek byly uchovávány na šikmých sladinových agarech o objemu 4 ml při 
4 °C za tmy. Tuhé médium obsahovalo 7° sladinu 3% (w/v) agar a vodu. Kvasinky byly 
každých čtrnáct dní sterilně přeočkovány na novou sérii agarů. 
 
 
 
Obr. 15: Snímek šikmého zásobního agaru s kulturou Cystofilobasidium capitatum 
 
 
4.2.2. Kultivace karotenogenních kvasinek 
     Karotenogenní kvasinky rodu Cystofilobasidium a srovnávací kmeny patří mezi 
mezofilní, aerobní mikroorganismy, které mají obdobné nároky na živiny a podmínky 
kultivace. Kvasinky byly kultivovány v tekutém médium při teplotě asi 28 °C za stálého 
třepání (110 rpm) a z důvodu produkce karotenoidů byly vystaveny neustálému osvětlení. 
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     Složení kultivačních médií, která byla použita, je uvedeno v tabulce č. 1. Před 
zaočkováním byla média vysterilována v tlakovém hrnci s otevřeným ventilem, vždy po dobu 
30 minut. 
     Nejdříve bylo připraveno inokulum I o vhodném objemu tak, aby následný poměr 
inokulum I : inokulum II byl 1 : 5. Do vysterilovaného a vychladlého inokula I byly sterilně 
zaočkovány 1-3 kličky kultury ze šikmého zásobního agaru. Kultivace inokula I probíhala 24 
hodin za stálého třepání a osvětlení. Po uplynutí této doby byla kultura sterilně přelita do 
předem vysterilovaného a ochlazeného inokula II a opět kultivována 24 hodin. Nakonec byla 
kultura sterilně přelita do předem vysterilovaného a vychladlého produkčního média, které 
bylo připraveno opět v poměru 1 : 5 k inokulu II. V produkčním médiu kultivace pokračovala 
požadovanou dobu určenou na základě růstové křivky. Složení obou inokulačních médií i 
produkčního média bylo shodné. 
 
Tab. 1: Složení médií 
Složení inokulačního média 
složka množství (g) 
glukóza 43,4 
(NH4)2SO4 5 
KH2PO4 5 
MgSO4 0,34 
kvasniční autolyzát 7 
odstátá voda 1000 ml 
Složení produkčního média 
složka množství (g) 
glukóza 33 
(NH4)2SO4 4 
KH2PO4 4 
MgSO4 0,34 
odstátá voda 1000 ml 
 
 
 
 
Obr. 16: Snímek kultury Cystofilobasidium capitatum narostlé v produkčním médiu  
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4.2.3. Zpracování biomasy 
Produkční médium (obvykle o celkovém objemu 150 ml) bylo rozděleno: 
- při stanovení růstové charakteristiky na 50 ml pro izolaci a stanovení karotenoidů a 
100 ml pro izolaci a analýzu DNA 
-  při kultivaci za stresových podmínek na 100 ml pro izolaci a analýzu karotenoidů a 50 
ml pro izolaci a analýzu DNA 
Dané množství kvasinek bylo centrifugováno při 5000 otáčkách po dobu 10 minut, následně 
byly buňky promyty vodou a opět stočeny. Nakonec byla biomasa suspendována ve 
fyziologickém roztoku a uložena do mrazničky při -20 °C. 
 
 
4.2.4. Kultivace kvasinek při stresových podmínkách 
     Za účelem ovlivnění produkce karotenoidů byl podle dřívějších studií [Věrčina, 
Vlaďčina a Radčina práce] vybrán solný, oxidační stres a jejich kombinace a dále stres 
indukovaný přídavkem kovů - chromu a selenu. 
     Solný stres byl navozen přídavkem 2% a 5% NaCl a peroxidový stres přídavkem 2mM 
a 5mM H2O2 do inokula II a produkčních médií. Stres těžkými kovy byl indukován 
přídavkem 0,01mM, 0,1mM, 1mM Na2SeO3 a 0,1mM, 1mM a 5mM CrCl3. Současně byla 
vždy kultivována kontrolní kultura, která neobsahovala žádný stresový faktor. 
     V jednotlivých odebraných vzorcích byla měřena absorbance při 630 nm 
(turbidimetrické stanovení biomasy), morfologie buněk za účelem posouzení změn a 
vyloučení nežádoucí kontaminace, obsah karotenoidů a ergosterolu a v některých vzorcích i 
analýza DNA metodou PFGE. 
 
 
4.3. Stanovení růstových charakteristik 
 
4.3.1. Růstová křivka 
     Růstová křivka byla stanovena u dvou kmenů kvasinky Cystofilobasidium capitatum, 
růstové charakteristiky u kmenů použitých v předložené práci jako srovnávací kmeny byly 
stanoveny v dřívějších pracích [11, 12, 59]. Zde bylo opakovaně prokázáno, že tyto 
karotenogenní kvasinky produkují zvýšené množství karotenoidů kolem 80. hodiny kultivace 
v produkčním médiu. 
     Růstová křivka byla u kvasinky Cystofilobasidium capitatum stanovena v předem 
určených časových intervalech vždy stejným způsobem. Pro každý plánovaný odběr byla 
použita jedna Erlemayerova baňka o objemu 500 ml zaočkovaná ze stejného výchozího 
inokula II do 150 ml produkčního média. 1ml média byl použit pro stanovení absorbance a na 
mikroskopické pozorování pro vyloučení kontaminace, 10 ml ke stanovení množství sušiny, 
50 ml ke stanovení karotenoidních barviv a ergosterolu metodou HPLC a 100 ml ke stanovení 
DNA. Získaná data byla vyhodnocena v programu Excel 2007. 
 
 
4.3.2. Stanovení sušiny 
     10 ml kultury určených pro stanovení sušiny bylo centrifugováno po dobu 10 minut 
při 5000 otáčkách/min, promyto 10 ml vody a opět centrifugováno. Poté byl vzorek 
suspendován v 1 ml destilované vody, přelit do předem zvážené a vysušené váženky a 
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vysušen do konstantní hmotnosti při 105 °C. Po ochlazení na laboratorní teplotu v exsikátoru 
a zvážení na analytických vahách byla z rozdílů hmotností prázdné váženky a váženky 
s vysušeným vzorkem stanovena hmotnost sušiny v každém vzorku. 
 
 
 
4.3.3. Stanovení zákalu turbidimetricky 
    1 ml kultury z růstové křivky byl naředěn 10x destilovanou vodou tak, aby výsledná 
hodnota absorbance odpovídala rozsahu spektrofotometru. Z tohoto důvodu byla všechna 
ostatní měření přepočítaná na desítková, což ulehčilo následné vyhodnocování dat. U vzorků 
naředěných tímto způsobem byl proměřen zákal při 630 nm proti destilované vodě a ze 
získaných dat byla sestrojena kalibrační závislost mezi množstvím sušiny a absorbancí 
metodou lineární regrese. Ke stanovení narostlé biomasy byl využit přepočet množství sušiny 
z hodnot absorbance při 630 nm pomocí experimentálně stanovené kalibrační závislosti. Pro 
srovnávací kmeny byly použity kalibrační závislosti z výše zmíněných dřívějších prací [12, 
59]. 
 
 
4.3.4. Mikroskopické pozorování buněk 
     Naředěná kultura po proměření absorbance byla pozorována pod mikroskopem pro 
posouzení morfologie buněk a pro případné vyloučení nežádoucí kontaminace kvasinek. 
Kapka této suspenze byla přenesena na podložní sklíčko, překryta krycím sklíčkem a 
kvasinky byly následně pozorovány pod mikroskopem při zvětšení 400x. Výsledky byly 
zachyceny digitální kamerou a zpracovány pomocí počítačového softwaru Lucia. 
 
 
Obr. 17: Mikroskop s kamerou 
 
 
4.4. Izolace a analýza karotenoidů 
    Jelikož jsou karotenoidy a ergosterol součástí lipidické frakce buněk, je možné je 
izolovat pomocí několikastupňové extrakce spojené se zmýdelněním vzorků. 
 
 
4.4.1. Izolace karotenoidů a ergosterolu  
     50 ml kultury určené k analýze karotenoidů bylo rozmraženo a stočeno při 5000 
otáčkách/min po dobu 10 min. Po stočení byl supernatant odlit a buňky kvasinek byly 
důkladně dezintegrovány ve třecí misce pomocí 50 ml acetonu. Poté k nim bylo přidáno 50 ml 
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10% alkoholického roztoku hydroxidu draselného a vzniklá směs byla zmýdelňována na 
vodní lázni po dobu 30 minut při 90 °C. Ochlazený zmýdelněný odparek byl podroben 
trojnásobné extrakci diethyletherem a spojené etherové extrakce byly následně odpařeny 
pomocí vakuové odparky. 
     10% alkoholický roztok hydroxidu draselného byl pro izolaci karotenoidních barviv 
vždy připravován čerstvý. 100 g hydroxidu draselného bylo v digestoři rozpuštěno za 
intenzivního míchání ve 200 ml destilované vody. Do odměrné baňky o objemu 1000 ml bylo 
nalito cca 400 ml etanolu a přidán roztok hydroxidu ve vodě. Odměrná baňka byla poté 
doplněna etanolem po rysku. 
 
 
4.4.2. Analýza karotenoidů a ergosterolu metodou HPLC/UV-VIS 
     K analýze karotenoidů a ergosterolu pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie 
byla použita sestava HPLC/UV-VIS od firmy ECOM spol. s. r. o. K vyhodnocení dat a 
chromatogramů byl použit počítačový software Clarity. 
 
 
 
4.4.2.1. Příprava vzorků pro HPLC 
    Odparky vzorků, které byly připraveny pomocí postupu v kapitole 4.7.1., byly 
rozpuštěny ve 2 ml etanolu pro HPLC a napipetovány do mikrocentrifugačních zkumavek. 
Před analýzou byly poté vzorky odstředěny na mikrocentrifuze po dobu 15 minut při 15000 
otáčkách/mina případně filtrovány přes PTFE membránový filtr. Po purifikaci byly vzorky 
uchovávány v mrazničce ve tmě při -20 °C pro případné další analýzy. 
 
 
 
4.4.2.2. Podmínky separace 
     Analýza karotenoidů a ergosterolu metodou HPLC probíhala za izokratických 
podmínek při průtoku mobilní fáze 1,1 ml/min a teplotě 45 °C v nerezové koloně (Biospher, 
C18, 5 µm) s předřazenou předkolonou naplněnou stejným sorbentem. Frakce vzorku 
separovaného RP-HPLC byly detekovány  pomocí spektrofotometrického detektoru při 
vlnové délce, která odpovídá maximu absorbance příslušné analyzované látky (450 nm pro 
karotenoidy, 282 nm pro ergosterol). Vzorek byl na kolonu dávkován ventilem s dávkovací 
smyčkou o objemu 20 µl. Jako mobilní fáze byl použit pro všechny analyzované látky 
(karotenoidy a ergosterol) metanol pro HPLC.  
 
 
 
4.4.2.3. Identifikace a kvantifikace karotenoidů a ergosterolu 
     Metoda identifikace byla provedena na základě retenčních časů standardů karotenoidů 
a ergosterolu vyhodnocených pomocí UV-VIS detekce. Stanovení množství zvolených 
karotenoidů bylo provedeno pomocí kalibračních křivek s využitím externích standardů. Ke 
kvantitativnímu vyhodnocení byla použita závislost plochy píků jednotlivých standardů na 
koncentraci. 
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4.5. Izolace a analýza chromozomální DNA metodu pulsní 
elektroforézy 
 
4.5.1. Izolace chromozomální DNA v bločcích z LM agarózy 
 
     Buňky kultury Cystofilobasidium capitatum byly centrifugovány po dobu 5 minut při 
5000 otáčkách/min, sediment byl suspendován ve vychlazeném 50 mmol/l roztoku EDTA o 
pH 7,5 a celý tento postup byl 2x zopakován. Poté byly buňky suspendovány v 1 ml roztoku o 
složení 3mg/ml lytikázy (množství lytikázy závisí na množství buněk ve stacionární fázi) ve 
vychlazeném roztoku 50 mmol/l EDTA o pH 7,5. Tato suspenze byla promíchána se 3 ml 
„Low melting point“ (LM) agarózou rozpuštěnou ve 125 mmol/l EDTA o pH 7,5 a teplotě 45 
°C. Suspenze byla inkubována po dobu 30 minut při 37 °C a poté byla pipetována po 100 µl 
do předem připravené formy na bločky. Zde se nechala 30 i více minut při 4 °C, aby ztuhla. 
     Bločky byly po ztuhnutí přemístěny do kyvet s 5 ml roztoku složeného ze 4 mg/ml 
Lytikázy v LET pufru (500 mmol/l EDTA, 7,5% 2-merkaptofenol, 1M mmol/l Tris, pH 7,5) a 
byly inkubovány po dobu 16 hodin při 37 °C. Poté byly bločky ponořeny do 5 ml roztoku 
NDS (2 mg/ml proteináza K v 500 mmol/l EDTA, 1% laurylsarkosin a 10 mmol/l Tris, pH 
7,5) a inkubovány 24 hodin při 50 °C. Inkubace v roztoku NDS byla zopakovaná s čerstvým 
roztokem NDS po dobu 16 hodin při 50 °C na třepačce. Po ukončení inkubace byly bločky 
třikrát promyty vychlazeným roztokem 50 mmol/l EDTA o pH 7,5 a inkubovány na třepačce 
30 minut za laboratorní teploty. Poté byly bločky v tomto roztoku uchovány při 4 °C v lednici 
pro další použití. 
 
 
4.5.2. Dělení kvasinkové DNA metodou pulzní gelové elektroforézy 
 
     Pulzní gelová elektroforéza slouží k separaci větší fragmentů DNA, mezi které patří i 
chromozomální DNA vyizolovaná z kvasinek, která může dosahovat velikosti až několik 
megapárů bází (Mb).  
 
 
4.5.2.1. Příprava agarózového gelu 
     Byl používán 1% agarózový gel, který byl připraven rozpuštěním 1,1 g agarózy 
„Premium“ ve 110 ml roztoku 0,5 mol/l TBE pufru (540 g Tris, 275 g kyseliny borité, 37,2 g 
EDTA rozpuštěné ve 2 mol/l NaOH o pH 8,3) v destilované vodě. Po rozpuštění v mikrovlnné 
troubě a následném opatrném ochlazení, aby nedošlo ke ztuhnutí gelu, bylo přidáno 11 µl 
ethidiumbromidu a směs byla opatrně promíchána. Gel byl poté nalit na speciální desku 
s formou na gel, kde po vložení umělohmotného hřebínku tuhnul asi 30 minut. Po ztuhnutí 
byla odstraněná gumová forma a hřebínek byl opatrně kolmým směrem vytáhnut a do 
vzniklých jamek byl nanášen vzorek ve formě bločků. 
 
 
4.5.2.2. Pulzní gelová elektroforéza 
     Elektroforetická vana byla naplněna asi 2,5 l 0,5 mol/l TBE pufru, který byl před 
začátkem analýzy vychlazen v aparatuře asi na 14 °C. Do vany s pufrem byla poté vložena 
deska s gelem a nanesenými vzorky, na okraj vany byla umístěna a upevněna hexagonální 
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elektroda a celý prostor byl uzavřen víkem. Po nastavení požadovaných podmínek na přístroji 
Gene Navigátor a požadovaného proudu a napětí na zdroji byla elektroforéza spuštěna. 
 
 
4.5.2.3. Vyhodnocení gelu 
Po ukončení elektroforézy byl gel po částečném osušení přenesen do komory 
vizualizačního systému Ultralum, kde byl vyfotografován a vzniklý obraz zpracován 
v programu Avion Image a uložen v počítači. 
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5. VÝSLEDKY  
 
5.1. Růstové charakteristiky kvasinky Cystofilobasidium capitatum 
 
      Pro tuto práci byl zvolen kmen Cystofilobasidium capitatum CCY 10-1-1. Vzhledem 
k tomu, že v literatuře je dosud velmi málo informací o fyziologii a produkčních vlastnostech 
kvasinek rodu Cystofilobasidium, byly jako srovnávací kmeny použity některé karotenogenní 
kvasinkové kmeny studované v dřívějších pracích [12, 59]. Veškeré provedené experimenty v 
rámci předložené této práce byly zaměřené na možnosti regulace tvorby karotenoidů pomocí 
stresových faktorů při zachování většiny metabolických a růstových vlastností. Cílem bylo 
zjistit, zdali kvasinky druhu Cystofilobasidium capitatum mohou být potenciálně využívány 
k průmyslové produkci karotenoidů nebo obohacené biomasy. 
 
 
5.1.1. Morfologie karotenogenních kvasinek 
    Nejdříve byla u vybraných kmenů pozorována jejich morfologie pomocí světelného 
mikroskopu. Všechny snímky jsou pořízené při zvětšení 400x. Buňky byly kultivovány za 
optimálních podmínek v médiu 4.5.2. 
 
 
Obr. 18: Mikroskopický snímek kvasinky Cystofilobasidium capitatum 
 
     Ze snímku je patrné, že kvasinky rodu Cystofilobasidium capitatum mají kulatý až 
mírně oválný tvar buněk (obr. 1). Zároveň je viditelná i tenká vrstva pigmentů nacházející se 
na vnitřní straně cytoplazmatické membrány. 
 
 
 
Obr. 19: Mikroskopický snímek kvasinky Rhodotorula aurantiaca [12] 
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Obr. 20: Mikroskopický snímek kvasinky Rhodotorula glutinis [12] 
 
 
 
Obr. 21: Mikroskopický snímek kvasinky Rhodotorula rubra [12] 
 
 
     Ze snímků je zřejmé, že všechny tři kmeny rodu Rhodotorula - Rhodotorula 
aurantiaca, Rhodotorula glutinis i Rhodotorula rubra se vyznačují kulatým tvarem buněk, 
které se mohou vázat do kratších řetízků (Obr. 22, 23, 24). U těchto kmenů je také patrná 
vrstva pigmentů na vnitřní straně cytoplazmatické membrány, podobně jako u rodu 
Cystofilobasidium. 
 
 
 
Obr. 22: Mikroskopický snímek kvasinky Sporobolomyces roseus [12] 
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Obr. 23: Mikroskopický snímek kvasinky Sporobolomyces salmonicolor [12] 
 
 
 
 
Obr. 24: Mikroskopický snímek kvasinky Sporobolomyces shibatanus [12] 
 
 
     Kvasinky Sporobolomyces roseus a shibatanus se vyznačují již více protáhlým tvarem 
buněk, ale buňky kvasinky Sporobolomyces salmonicolor mají naopak tvar kulatý (Obr. 25, 
26, 27). Není zde také patrné formování řetízků, jako tomu bylo u kvasinek Rhodotorula. 
Akumulace pigmentů v cytoplazmatické membráně je patrná i v buňkách kvasinek rodu 
Sporobolomyces.  
 
 
5.1.2. Růstová křivka 
     
Stanovení růstové křivky daného mikroorganismu je nezbytná pro pochopení 
fyziologie a pro analýzu vybraných metabolitů zkoumaného kmene kvasinek. Orientační 
růstová křivka za účelem předběžného monitoringu průběhu růstu byla provedena u kmenů 
Cystofilobasidium capitatum CCY 10-1-1 i CCY 10-1-2. Vzhledem k tomu, že růst i 
produkce pigmentů u kmene CCY 10-1-2 byla asi 4x nižší než u kmene CCY 10-1-1, byla 
kompletní růstová křivka s detailním časovým záznamem produkce biomasy, pigmentů i 
ergosterolu sestrojena pouze u kmene Cystofilobasidium capitatum 10-1-1. Nejdříve byla 
sestrojena kalibrační křivka vyjadřující závislost absorbance na množství sušiny, aby bylo 
snadnější stanovení množství sušiny v jednotlivých vzorcích. Růstové charakteristiky 
srovnávacích kmenů použité v diskusních kapitolách byly převzaty z dřívějších prací [12, 59]. 
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5.1.2.1. Kalibrační závislost absorbance na množství sušiny 
     Postup kultivace i sestrojení kalibrační závislosti byl popsán v kapitole 2.4.1. 
Kalibrační závislost i s regresní rovnicí je uvedena v grafu 1. Regresní rovnice pro srovnávací 
kmeny, u kterých byla růstová charakteristika již v minulosti provedena, jsou uvedeny v  
Tab. 2 [12] Za pomoci těchto regresních rovnic byla vyjádřena produkce analyzovaných 
metabolitů vztažená na hmotnost sušiny a také množství sušiny vytvořené zkoumanými 
kvasinkami. Ze srovnání hodnot v tab. 2 vyplývá, že jsou značně podobné; to by mohlo 
znamenat, že všechny studované kvasinky mají podobnou velikost i tvar. 
 
Tab. 2: Regresní rovnice srovnávacích kmenů kvasinek [12, 59] 
Regresní rovnice vybraných kvasinek 
Rhodotorula aurantiaca y = 0,2047x - 0,0184 
Rhodotorula glutinis y = 0,1974x - 0,0234 
Rhodotorula rubra y = 0,229x - 0,0000 
Sporobolomyces roseus y = 0,2421x - 0,0488 
Sporobolomyces salmonicolor y = 0,2047x - 0,0184 
Sporobolomyces shibatanus y = 0,2047x - 0,0184 
 
 
5.1.2.2. Růstová charakteristika kvasinky Cystofilobasidium capitatum 
 
Tab. 3: Hodnoty absorbance a množství sušiny v závislosti na době kultivace C. capitatum 
Cystofilobasidium capitatum 
doba kultivace (hod) 
A 
630 hmot. suš. (g/l) 
0 0,21 0,05 
4 0,59 0,2 
8 0,92 0,52 
12 2 0,64 
24 3,14 1,23 
28 4,85 1,68 
32 6,09 2,39 
36 5,3 2,15 
48 6,35 2,77 
52 5,07 2,21 
56 8,35 3,91 
60 5,61 2,62 
72 6,75 3,63 
76 7,56 3,83 
80 8,19 4,49 
84 7,15 6,13 
96 10,49 6,6 
100 11,38 7,35 
104 9,91 7,33 
107 9,74 6,43 
120 8,92 6,26 
124 7,68 5,74 
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Graf 1: Kalibrační křivka kvasinky Cystofilobasidium capitatum 
 
 
Regresní závislost pro Cystofilobasidim capitatum má poněkud odlišný tvar než u 
ostatních karotenogenních kvasinek, což by mohlo znamenat jisté odchylky ve velikosti či 
tvaru buněk v rámci distribuce celé kultury, i když mikroskopické snímky buněk 
cystofilobasidíí vvykazují poměrně značnou podobnost  zejména s buňkamu rhodotorul. 
 
 
 
Graf 2: Závislost absorbance na době kultivace u kvasinky C. capitatum  
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Graf 3: Závislost množství biomasy na době kultivace u C. capitatum 
 
 
    Růstová křivka kvasinky Cystofilobasidium capitatum vykazuje dvoustupňový nárůst 
(grafy 2, 3), což je typické pro karotenogenní kvasinky [12, 59]. První mírné maximum lze 
zaznamenat kolem 60. hodiny kultivace, tedy v oblasti přechodu z exponenciální do 
stacionární fáze, druhé výrazné maximum poté kolem 105. hodiny, tedy v prodloužené 
stacionární fázi. Pomocí sestrojení růstové křivky bylo zjištěno, že kvasinky 
Cystofilobasidium capitatum jsou poněkud odlišné od ostatních druhů karotenogenních 
kvasinek, které se vyznačují maximální produkcí karotenoidů a biomasy kolem 80. hodiny 
[12]. Růst je delší a nevykazuje do 140. hodiny typické oscilace potvrzující využívání 
endogenních substrátů.  
 
 
5.2. Izolace a analýza karotenoidů a ergosterolu 
 
     V průběhu celého experimentu byl nejsledovanějším pigmentem β-karoten, který je 
tvořen všemi studovanými kvasinkami jako majoritní pigment. Dále byly analyzovány 
lykopen a ergosterol. Analýza všech metabolitů byla provedena metodou HPLC, které 
předcházela izolace extrakcí acetonem s následným zmýdelněním. Každý vzorek byl 
proměřen dvakrát a pro vyhodnocení byla použitá průměrná hodnota. 
 
 
5.2.1. Kalibrační křivky karotenoidů a ergosterolu 
 
    Kalibrační křivky pro β-karoten a lykopen byly převzaty z dřívější práce.  Regresní 
rovnice pro β-karoten je ve tvaru: y = 14,237x (µg/ml) a regresní rovnice lykopenu je ve 
tvaru: y = 25,25x (µg/ml); tyto regresní závislosti byly sestrojeny za stejných analytických 
podmínek, na stejné koloně a stejné HPLC aparatuře [12]. 
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   Při sestrojování kalibrační křivky pro ergosterol byl nejdříve rozpuštěn 1 mg standardu v 1 
ml etanolu pro HPLC. Z tohoto zásobního roztoku byla připravena koncentrační řada, která 
poté byla proměřena pomocí HPLC za podmínek uvedených v 4.7.2.…. Ze získaných ploch 
píků byla sestavena kalibrační křivka, která byla použita pro výpočet obsahu ergosterolu 
v analyzovaných vzorcích (graf 4). 
 
Graf 4: Kalibrační křivka ergosterolu pro mobilní fázi MeOH 
 
 
5.2.2. Produkce karotenoidů v průběhu růstu kvasinek 
 
     V průběhu růstu kvasinky Cystofilobasidium capitatum byl v pravidelných intervalech 
analyzován kromě absorbance a množství biomasy také obsah β-karotenu a lykopenu. 
Produkce těchto metabolitů je uvedená v grafu 5 a Tab. 4. Analýza těchto metabolitů 
probíhala metodou HPLC s UV/VIS detekcí postupem uvedeným 4.7.2. 
 
Tab. 4: Množství metabolitů produkovaných během růstu u C. capitatum 
Množství vyprodukovaných metabolitů během růstu (µg/mg) 
Doba kultivace (hod) β-karoten lykopen  
24 0,5 0,02 
28 0,15 0,01 
32 33,02 0,39 
36 13,16 0,01 
48 32 0,24 
52 9,14 0,78 
56 37,48 0,42 
60 133,65 2,17 
76 124,08 0,61 
84 9,57 0,92 
96 617,74 2,1 
100 644,73 1,61 
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107 646,23 2,35 
120 344,65 0,94 
124 572,4 0,52 
 
 
Graf 5: Produkce vybraných piugmentů v průběhu kultivace kvasinky C. capitatum 
   
 
      Na první pohled je z grafu 5 patrné, že β-karoten je v porovnání s lykopenem 
majoritním pigmentem, který má první maximum produkce kolem 60. hodiny (přechod 
z exponenciální do stacionární fáze) a jeho množství výrazně narůstá kolem 100 -105 hodiny 
kultivace (druhé maximum). Maxima produkce pigmentů se prakticky překrývají s maximy 
produkce biomasy Zvýšené produkce pigmentů jakožto sekundárních metabolitů tedy probíhá 
ve stacionární fázi, kdy dochází ke změně metabolismu a využívání primárních metabolitů 
k produkci sekundárních produktů používaných buňkou například v rámci obrany proti 
potenciálnímu stresu.. 
Produkce lykopenu byla v průběhu celého růstu C. capitatum konstantní a velmi nízká, 
což odpovídá jeho roli bezprostředního metabolického prekurzoru karotenů. Poslední ze 
sledovaných metabolitů – ergosterol v průběhu sestrojování růstové křivky kvasinky 
Cystofilobasidium capitatum analyzován. 
 
 
5.3. Změny morfologie, produkce pigmentů a ergosterolu při působení 
stresových faktorů 
 
      Při vystavení živých organismů působení chemických stresových faktorů dochází 
velmi často k modifikacím metabolických drah ve spojení s aktivací různých adaptačních a 
reparačních mechanismů. Tímto způsobem lze vyvolat řízenou změnu metabolismu, kdy 
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dojde ke zvýšení produkce určitého metabolitu a je tak umožněno jeho potenciální využití 
v průmyslovém měřítku. 
      Další experimenty byly zaměřeny nejen na schopnost adaptace kvasinek při působení 
stresových faktorů během růstu, ale zároveň na schopnost produkovat karotenoidy a 
ergosterol při stresových podmínkách. Při použití stresových faktorů může právě nadprodukce 
pigmentů sloužit jako jeden z hlavních adaptačních mechanismů kmene na aplikovaný stres.     
      Nejdříve byla kvasinka Cystofilobasidium capitatum vystavena solnému a 
peroxidovému stresu, které byly přidány jednotlivě pouze do inokula II a pouze do 
produkčního média, a následně kombinovanému stresu, kdy byly stresové faktory přidány do 
inokula II i do produkčního média. Následně byla kultura vystavena i stresu vyvolanému 
kovovými ionty - přídavkem chromu (III) a selenu (IV) o různé koncentraci v různém čase. 
Podrobný popis experimentů je uveden v kapitole 5.3.2.2.  
      Cílem bylo porovnání účinků stresů na kvasinku a nalezení optimálních podmínek pro 
zajištění vyšší produkce karotenoidních pigmentů a ergosterolu tak aby nedošlo k destrukci 
buněk. Kultivační postup byl popsán v kapitole 2.4.1. a postup izolace a analýzy 
karotenoidních pigmentů a ergosterolu v kapitole 2.4.3. 
 
 
5.3.1. Změny morfologie působením stresových faktorů 
 
         
Obr. 25: Morfologie inokula II kvasinky Cystofilobasidium capitatum v přítomnosti 
stresových faktorů (zleva: 2% NaCl, 2mM H2O2, 5% NaCl, 5mM H2O2, kontrola) 
 
      Po 24. hodinové kultivaci inokula II je patrné zvětšení buněčných obalů hlavně u 
inokula s obsahem 5mM H2O2. Také u ostatních kultur je na mikroskopickém snímku patrné 
mírné zvětšení tloušťky povrchových vrstev, což může být způsobeno hromaděním 
karotenoidních pigmentů i dalších obranných metabolitů na vnitřní straně cytoplazmatické 
membrány. Není zde patrné žádné celkové poškození způsobené stresovými podmínkami. 
Buňky inokula II kultivovaného za stresu jsou tvarově stejně kulaté jako u kontrolního 
vzorku. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 26: Morfologie kvasinky Cystofilobasidium capitatum v podmínkách kombinovaného 
stresu – kultivace v inokulu II s 2% NaCl  a v produkčním médiu, které obsahuje (zleva: 2% 
NaCl, 2mM H2O2, 5% NaCl, 5mM H2O2, kontrola) 
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Obr. 27: Morfologie kvasinky Cystofilobasidium capitatum v přítomnosti stresových faktorů – 
kombinace inokula II s 5% NaCl s produkčním médiem, které obsahuje (zleva: 2% NaCl, 
2mM H2O2, 5% NaCl, 5mM H2O2, kontrola) 
 
 
 
          
Obr. 28: Morfologie kvasinky Cystofilobasidium capitatum v přítomnosti stresových faktorů – 
kombinace inokula II s 2mM H2O2 s produkčním médiem, které obsahuje (zleva: 2% NaCl, 
2mM H2O2, 5% NaCl, 5mM H2O2, kontrola) 
 
 
 
         
Obr. 29: Morfologie kvasinky Cystofilobasidium capitatum v přítomnosti stresových faktorů – 
kombinace inokula II s 5mM H2O2 s produkčním médiem, které obsahuje (zleva: 2% NaCl, 
2mM H2O2, 5% NaCl, 5mM H2O2, kontrola) 
 
 
 
         
Obr. 30: Morfologie kvasinky Cystofilobasidium capitatum v přítomnosti stresových faktorů 
– kombinace kontrolního inokula II s produkčním médiem, které obsahuje (zleva: 2% NaCl, 
2mM H2O2, 5% NaCl, 5mM H2O2, kontrola) 
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     U všech vzorků kultivovaných v přítomnosti kombinovaných stresových faktorů je 
patrné zvětšení buněčných obalů v důsledku akumulace pigmentů a dalších obranných 
metabolitů na vnitřní straně cytoplazmatické membrány. Největší zvětšení je patrné u 
produkčního média s obsahem 2% NaCl zaočkovaného kontrolním inokulem II a u 
kontrolního produkčního média, které bylo zaočkováno inokulum II s obsahem 5% NaCl. U 
žádného vzorku není viditelné poškození způsobené přítomností stresových faktorů. Tvar 
buněk zůstává kulatý až mírně protáhlý. 
 
     
Obr. 31: Morfologie kvasinky Cystofilobasidium capitatum v přítomnosti kovového stresu 
(zleva: kontrolní inokulum II, inokulum II se 4 mg/ml  Cr(III)) 
 
     I když nejsou po 24. hodinové kultivaci s obsahem 4 mg CrCl3 patrné velké rozdíly 
proti kontrole, lze zaznamenat mírnou změnu tvaru (zakulacení) i mírné zvětšení buněčného 
obalu, což může být způsobeno hromaděním pigmentů na vnitřní straně cytoplazmatické 
membrány. Není zde ani patrné žádné znatelné poškození buněk.      
 
 
5.3.2. Kultivace kvasinky Cystofilobasidium capitatum v přítomnosti 
stresových faktorů 
 
5.3.2.1. Solný a peroxidový stres 
 
      Experiment s kultivací v přítomnosti solného a peroxidového stresu začal klasickým 
inokulum I. Následně bylo z inokula I zaočkováno 4 Erlenmayerovy baňky o objemu 500 ml, 
které obsahovaly postupně 2% NaCl, 5% NaCl, 2mM H2O2, 5mM H2O2 ( H2O2 bylo přidán 
do média až těsně před zaočkováním, aby nedošlo k jeho vyprchání) a 1 Erlenmayerova baňka 
(500 ml) jako kontrola. Po 24. hodinách bylo z každého inokula II zaočkováno zase 5 
Erlenmayerových baněk (500 ml) se stejným složením jako u inokula II.  
 
 
Tab. 5: Schéma stresových experimentů -  kombinace „každý s každým“ (tzv. faktorová 
analýza) 
inokulum II kontrola 2% NaCl 5% NaCl 2mM H2O2 5mM H2O2 
2% NaCl 2% NaCl 2% NaCl 2% NaCl 2% NaCl 
5% NaCl 5% NaCl 5% NaCl 5% NaCl 5% NaCl 
2mM H2O2 2mM H2O2 2mM H2O2 2mM H2O2 2mM H2O2 
5mM H2O2 5mM H2O2 5mM H2O2 5mM H2O2 5mM H2O2 
produkční 
médium 
s obsahem 
stresových 
faktorů kontrola kontrola kontrola kontrola kontrola 
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 Produkce biomasy a karotenoidů v podmínkách exogenního stresu indukovaného 
pouze v produkční fázi 
 
 
Tab. 6: Množství metabolitů produkovaných kvasinkou C. capitatum při kultivaci 
v přítomnosti solného a peroxidového stresu 
 
 
 
 
 
 
 
produkce metabolitů kvasinkou C. capitatum v přítomnosti solného a peroxidového stresu 
vzorek + stresový 
faktor β-karoten ergosterol lykopen biomasa 
Inokulum 
II 
produkční m. µg /g 
sušiny 
mg/ L 
kultury µg /g sušiny µg /g sušiny g/l kultury 
kontrola 151,595 1,22 2210,08 0,0302 8,04 
2% NaCl 292,5039 2,39 1520,26 0,2276 8,18 
5 % NaCl 502,0043 3,44 2193,3 0,095 6,86 
2 mM H2O2 291,8641 2,33 2750,62 0,1028 7,98 
kontrola 
5 mM H2O2 374,3751 3,14 2822,07 0,2159 8,39 
kontrola 561,7524 4,06 2662,89 0,0432 7,24 
2% NaCl 437,8528 3,16 2724,97 0,1141 7,21 
5 % NaCl 335,9759 2,23 1466,93 0,0145 6,62 
2 mM H2O2 422,3667 2,92 2774,44 0,2252 6,92 
2 % NaCl 
5 mM H2O2 421,3941 2,8 2389,3 0,0135 6,64 
kontrola 302,573 2,13 1833,5 0,084 7,03 
2% NaCl 509,8256 3,76 2852,65 0,2435 5,19 
5 % NaCl 682,7442 2,64 2956,17 0,1021 5,51 
2 mM H2O2 418,0014 2,41 2739,59 0,0073 5,76 
5 % NaCl 
5 mM H2O2 552,8701 3,11 2895,76 0,1204 5,62 
kontrola 288,4043 2,36 2095,05 0,0015 8,17 
2% NaCl 305,4964 3,27 2059,46 0,0393 7,48 
5 % NaCl 417,1337 2,29 1670,32 0,043 7,85 
2 mM H2O2 283,18 2,26 1562,9 0,0173 7,97 
2 mM 
H2O2 
5 mM H2O2 328,9739 2,48 2489,72 0,0433 7,54 
kontrola 241,0153 1,95 2320,75 0,3606 8,09 
2% NaCl 339,1947 1,91 2592,56 0,073 5,64 
5 % NaCl 368,5643 2,88 2134,21 0,0074 7,81 
2 mM H2O2 266,0222 2,19 2429,04 0,0957 8,22 
5 mM 
H2O2 
5 mM H2O2 225,0134 1,79 2124,03 0,0595 7,95 
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Graf 6: Produkce biomasy kulturou C.capitatum v přítomnosti stresových faktorů přidaných 
pouze do  produkčního média (g/L kultury) 
 
 
Graf 7: Produkce β-karotenu kulturou C.capitatum v přítomnosti stresových faktorů 
přidaných pouze do  produkčního média (ug/g sušiny) 
 
 
Graf 8: Produkce β-karotenu kulturou C.capitatum v přítomnosti stresových faktorů v 
 produkčním médiu(mg/l kultury) 
 
  
56 
Graf 9: Produkce ergosterolu kulturou C.capitatum v přítomnosti stresových faktorů v 
 produkčním médiu (ug/g sušiny) 
 
 
 
Graf 10: Produkce lykopenu kulturou C.capitatum v přítomnosti stresových faktorů v 
 produkčním médiu (ug/g sušiny) 
 
 
 
 
       Biomasa je produkována kmenem Cystofilobasidium capitatum CCY 10-1-1 
v množství 8-9 g/l, což lze považovat za průměrnou produkci. V kontrolních kultivacích je 
produkce beta-karotenu kolem 150-200 µg/g, což je spíše nižší hodnota. Produkce biomasy 
vzrostla o cca 10% v přítomnosti 2% soli a 5 mM peroxidu. Přídavek všech 4 stresových 
faktorů do produkčního média vykazoval pozitivní účinek na produkci beta-karotenu. 
Nejvyšší efekt měl  přídavek 5% NaCl, který produkci β-karotenu zvýšil téměř čtyřnásobně. 
Přídavek 5 mM H2O2 vykázal také téměř trojnásobný nárůst produkce β-karotenu a slabší 
stresy produkci β-karotenu zdvojnásobily. Nejvyšší dosažen výtěžek představoval cca 0,5 
mg/g beta-karotenu, což je cca 3,5 mg/l kultury. 
      Při tvorbě ergosterolu působily stresové faktory poněkud odlišně než v případě 
produkce karotenoidů; regulace steroidní větve izoprenoidní dráhy má zřejmě zapojeny i jiné 
regulační mechanismy odlišné od jiných dosud studovaných karotenogenních kvasinek. 
Ergosterol je produkován v množství cca 2-3 mg/g sušiny. Pozitivní efekt vykazovaly pouze 
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přídavky 2 mM a 5 mM H2O2. Přídavek 5 % NaCl vykazuje stejný výtěžek ergosterolu jako 
kontrolní vzorek a přídavek 2 % NaCl vede k poklesu produkce ergosterolu ve srovnání s 
kontrolou. 
    V případě tvorby lykopenu způsobily všechny stresory pozitivní efekt, avšak lykopen je 
produkován v minimálním množství (kolem 0,2 µg/g) a je zřejmě intenzivně metabolizován 
na cyklické a oxidované deriváty. Největší výtěžky vykázaly přídavky 2 % NaCl a 5 mM 
H2O2, které zvýšily produkci lykopenu téměř pětkrát oproti kontrolnímu vzorku. 
      
 
  Produkce biomasy a karotenoidů v podmínkách kombinovaného stresu v inokulu 
II a  v produkční fázi – 2% NaCl v INO II. 
   
 
Graf 11: Produkce biomasy kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinovaných stresových 
faktorů (INO II – 2% NaCl) 
 
 
 
Graf 12: Produkce β-karotenu kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinovaných stresových 
faktorů (INO II – 2% NaCl) 
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Graf 13: Produkce β-karotenu kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinovaných stresových 
faktorů (INO II – 2% NaCl; mg/L kultury ) 
 
 
 
Graf 14: Produkce ergosterolu kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinovaných stresových 
faktorů (INO II – 2% NaCl) 
 
 
 
Graf 15: Produkce lykopenu kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinovaných stresových 
faktorů (INO II – 2% NaCl) 
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     Preinkubace kultury s 2% NaCl v inokulu II vykazovals celkově spíše negativní efekt. 
Ve všech kultivacích došlo k podstatnému snížení produkce biomasy. Na tvorbu β-karotenu 
působily všechny stresové kombinace rovněž negativně. V případě přídavku 5% NaCl byl 
obsah daného pigmentu téměř poloviční.  Při tvorbě lykopenu došlo naopak k pozitivnímu 
působení zejména u přídavku 2 % NaCl, kdy došlo k téměř trojnásobnému zvýšení produkce a 
u přídavku 2 mM H2O2, kdy byla produkce lykopenu zvýšena téměř pětkrát; v těchto 
podmínkách dochází zřejmě k částečné inhibici lykopencyklázy. 
      Při analýze tvorby ergosterolu působil přídavek 2 % NaCl i 2 mM H2O2 jako mírně 
pozitivní stres. U přídavku 5 mM H2O2 došlo k mírnému snížení a u 5 % NaCl došlo 
k polovičnímu snížení výtěžku ergosterolu.  
 
 
 Produkce biomasy a karotenoidů v podmínkách kombinovaného stresu v inokulu 
II a  v produkční fázi – 5 % NaCl v INO II. 
 
 
Graf 16: Produkce biomasy kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinovaných stresových 
faktorů (INO II – 5 % NaCl) 
 
 
 
Graf 17: Produkce β-karotenu kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinovaných stresových 
faktorů (INO II – 5 % NaCl) 
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Graf 18: Produkce β-karotenu kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinovaných stresových 
faktorů (INO II – 5 % NaCl; mg/L kultury) 
 
 
Graf 19: Produkce ergosterolu kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinovaných stresových 
faktorů (INO II – 5 % NaCl) 
 
 
Graf 20: Produkce lykopenu kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinovaných stresových 
faktorů (INO II – 5 % NaCl) 
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       Preinkubace kultury C.capitatum s 5% NaCl vedla k poněkud odlišným výsledkům 
než v případě 2% NaCl. Sice došlo rovněž k mírné produkci biomasy, avšak produkce 
pigmentů byla aktivována. U kombinace 5% NaCl s 5% NaCl byl výtěžek beta-karotenu více 
než dvojnásobný než v kontrole a dosáhl až 700 µg/g. I u kombinace 5% NaCl s 5 mM H2O2 
došlo ke zvýšení obsahu β-karotenu téměř na dvojnásobek. Na syntézu lykopenu působil 
pozitivně přídavek 2 % NaCl, kdy byl výtěžek třikrát až čtyřikrát vyšší než u kontrolního 
vzorku, 5 % NaCl a 5 mM H2O2. Naopak velmi negativně působil přídavek 2 mM H2O2, 
který způsobil snížení lykopenu téměř na nulu. 
     Při tvorbě ergosterolu vykazovaly všechny kombinace s 5 % NaCl pozitivní efekt, 
neboť došlo u všech typů aplikovaného stresu ke zvýšení produkce téměř o 1/3 oproti 
kontrolnímu vzorku. 
 
 
 Produkce biomasy a karotenoidů v podmínkách kombinovaného stresu v inokulu 
II a  v produkční fázi – 2 mM peroxid  v INO II. 
 
Graf 21: Produkce bioasy kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinovaných stresových 
faktorů (INO II – 2 mM H2O2) 
 
 
 
Graf 22: Produkce β-karotenu kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinovaných stresových 
faktorů (INO II – 2 mM H2O2) 
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Graf 23: Produkce β-karotenu kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinovaných stresových 
faktorů (INO II – 2 mM H2O2; mg/L kultury) 
 
 
 
Graf 24: Produkce ergosterolu kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinovaných stresových 
faktorů (INO II – 2 mM H2O2) 
 
 
 
Graf 25: Produkce lykopenu kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinovaných stresových 
faktorů (INO II – 2 mM H2O2) 
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       Při preinkubaci kultury Cystofilobasidií s 2 mM H2O2 byl efekt na tvorbu biomasy 
spíše mírně negativní, vliv na produkci pigmentů nebyl příliš výrazný. Pozitivní vliv na 
tvorbu β-karotenu vykazoval spíše vyšší stres. U koncentrovanějšího solného stresu došlo ke 
zvýšení asi o ¼ proti kontrolnímu vzorku. U přídavku 2 mM H2O2 došlo k mírnému snížení 
produkce než u kontrolního vzorku.    Na syntézu lykopenu působily všechny kombinace s 2 
mM H2O2 jako pozitivní stres. Jelikož kontrolní vzorek vykazoval velmi nízkou výtěžnost, 
zvýšení produkce pomocí stresových kombinací s 2 mM H2O2 bylo mnohonásobné, hlavně u 
přídavku 2 % a 5 % NaCl a 5 mM H2O2. Současně to však může znamenat jistou inhibici 
další metabolizace lykopenu. 
      V případě ergosterolu působil pozitivně pouze přídavek 5 mM H2O2, kdy došlo 
k mírnému zvýšení produkce. Přídavek 2 % NaCl nevykázal změnu oproti kontrolnímu 
vzorku a u přídavku 5 % NaCl a 2 mM H2O2 došlo ke snížení výtěžku oproti kontrolnímu 
vzorku. 
 
 
 Produkce biomasy a karotenoidů v podmínkách kombinovaného stresu v inokulu 
II a  v produkční fázi – 5 mM peroxid  v INO II. 
 
Graf 26: Produkce biomasy kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinovaných stresových 
faktorů (INO II – 5 mM H2O2) 
 
 
 
Graf 27: Produkce β-karotenu kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinovaných stresových 
faktorů (INO II – 5 mM H2O2) 
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Graf 28: Produkce β-karotenu kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinovaných stresových 
faktorů (INO II – 5 mM H2O2; mg/L kultury) 
 
 
 
Graf 29: Produkce ergosterolu kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinovaných stresových 
faktorů (INO II – 2 mM H2O2) 
 
 
 
Graf 30: Produkce lykopenu kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinovaných stresových 
faktorů (INO II – 2 mM H2O2) 
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     Při preinkubaci cystofilobasidií s došlo k nevýrazným změnám produkce biomasy a 
k mírnému vzrůstu produkce β-karotenu. U obou kombinací se solným stresem je tento vzrůst 
zřetelnější než u kombinace s 2 mM H2O2. Kombinace s 5 mM H2O2 vykazovala mírný 
pokles produkce β-karotenu. Při tvorbě lykopenu působily všechny kombinace s 5 mM H2O2 
negativně. Přídavek 5 % NaCl způsobil snížení tvorby lykopenu téměř na nulovou hodnotu. 
      Na tvorbu ergosterolu působil pozitivně pouze přídavek 2 % NaCl a 2 mM H2O2, kdy 
došlo k mírnému zvýšení produkce ergosterolu. Naopak při přídavku 5 % NaCl a 5 mM 
H2O2 došlo k mírnému snížení. 
 
 
5.3.2.2. Vliv vybraných prvků na růst a metabolickou aktivitu C. capitatum 
 
Tab.: 7: Množství metabolitů produkovaných kvasinkou C. capitatum při kultivaci 
v přítomnosti vybraných prvků 
 
      Kovový stres byl vyvolán přídavkem CrCl3 a Na2SeO3 o různé koncentraci a v různém 
čase. Podmínky obou stresů se poněkud lišily, poněvadž v případě selenu bylo na základě 
literárních údajů [60]. 
možné očekávat negativní efekt na růst kultury při podstatně nižších koncentracích než u 
chromu. V obou případech byly stresové faktory aplikovány do produkčního média ve dvou 
časových momentech, a to na začátku produkční fáze a ve 30. hodině produkce. V případě 
produkce metabolitů kvasinkou C. capitatum v přítomnosti vybraných prvků 
vzorek + stresový faktor β-karoten ergosterol lykopen biomasa 
Inokulum II produkční m. µg /g 
sušiny 
mg/ L 
kultury µg /g sušiny µg /g sušiny 
g/l 
kultury 
kontrola 279,747 2,55 2204,28 0,1359 9,13 
0,01 mM Se (příd. Na zač.) 170,775 1,56 1101,16 0,2223 9,12 
0,1 mM Se (příd. Na zač.) 455,914 4,21 974,16 0,2373 9,24 
bez 
stresového 
faktoru 1 mM Se (příd. Na zač.) 22,0712 0,07 2054,24 0,6472 3,05 
0,01 mM Se (příd. V 30. h prod.) 446,823 4,09 677,9 0,3017 9,15 
0,1 mM Se (příd. V 30. h prod.) 694,67 6,44 2042,04 0,2149 9,28 
bez 
stresového 
faktoru 1 mM Se (příd. V 30. h prod.) 45,3316 0,24 1869,3 0,3678 5,24 
0,1 mM Cr (příd. Na zač.) 108,169 0,94 634,05 0,0609 8,68 
1 mM Cr (příd. Na zač.) 364,934 3,42 1620,41 0,0493 9,38 
bez 
stresového 
faktoru 5 mM Cr (příd. Na zač.) 408,4174 3,9 2966,98 0,1167 9,55 
0,1 mM Cr (příd. V 30. h prod.) 480,003 4,09 1172,1 0,3241 8,52 
1 mM Cr (příd. V 30. h prod.) 248,295 2,3 2066,19 0,0082 9,27 
bez 
stresového 
faktoru 5 mM Cr (příd. V 30. h prod.) 204,2812 1,81 1230,96 0,0296 8,84 
0,1 mM Cr (příd. Na zač.) 1,2694 0,01 224,74 0,2524 9,24 
1 mM Cr (příd. Na zač.) 222,0596 1,87 1143,86 0,1765 8,43 se 4 mg CrCl3 5 mM Cr (příd. Na zač.) 503,2498 5,07 2347,45 0,0454 10,07 
0,1 mM Cr (příd. V 30. h prod.) 218,0831 2,05 1946,99 0,3565 9,39 
1 mM Cr  (příd. V 30. h prod.) 221,899 2,04 2247,82 0,1076 9,2 se 4 mg CrCl3 5 mM Cr (příd. V 30. h prod.) 153,0167 1,32 1936,28 0,4128 8,61 
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chromu byl testován rovněž vliv preinkubace kultury v přítomnosti nízké koncentrace chromu 
(III) v inokulu II.  
 
I. Vliv selenu 
      V případě testování účinků selenu byly realizovány dva paralelní experimenty. 
V prvním experimentu byl selen přidán ve třech koncentracích (0,01 mM, 0,1 mM a 1 mM) 
do produkčního média na začátku kultivace. V druhém experimentu byl selen přidán ve 
stejných koncentracích do produkčního média až v 30. hodině kultivace, až se kultura 
rozroste. 
 
 
Graf 31: Produkce biomasy kulturou C.capitatum v přítomnosti selenu přidaného do 
produkčního média na začátku produkce 
 
 
 
 
Graf 32: Produkce β-karotenu kulturou C.capitatum v přítomnosti selenu přidaného do 
produkčního média na začátku produkce 
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Graf 33: Produkce β-karotenu kulturou C.capitatum v přítomnosti selenu přidaného do 
produkčního média na začátku produkce (mg/L kultury) 
 
 
 
Graf 34: Produkce ergosterolu kulturou C.capitatum v přítomnosti selenu přidaného do 
produkčního média na začátku produkce 
 
 
 
Graf 35: Produkce lykopenu kulturou C.capitatum v přítomnosti selenu přidaného do 
produkčního média na začátku produkce 
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Graf 36: Produkce biomasy kulturou C.capitatum v přítomnosti selenu přidaného do 
produkčního média ve 30. hodině produkce 
 
 
 
Graf 37: Produkce β-karotenu kulturou C.capitatum v přítomnosti selenu přidaného do 
produkčního média ve 30. hodině produkce 
 
 
 
Graf 38: Produkce β-karotenu kulturou C.capitatum v přítomnosti selenu přidaného do 
produkčního média ve 30. hodině produkce(mg/L kultury) 
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Graf 39: Produkce ergosterolu kulturou C.capitatum v přítomnosti selenu přidaného do 
produkčního média ve 30. hodině produkce 
 
 
 
Graf 40: Produkce lykopenu kulturou C.capitatum v přítomnosti selenu přidaného do 
produkčního média ve 30. hodině produkce 
 
 
    Z pilotních testů vlivu selenu na růst a metabolickou aktivitu kmene Cystofilobasidium 
capitatum je patrné, že s rostoucí koncentrací selenu (IV) se zvyšuje toxický efekt na kulturu, 
přičemž ale kultura je schopna růst a produkovat pigmenty v přítomnosti až 0,1 mM selenu. 
Tato koncentrace se jevila jako optimální i z hlediska produkce pigmentů, kdy byly získány 
asi 2x větší výtěžky β-karotenu než u kontroly (450 µg/g, až 4,5 mg/l). Vzhledem k množství 
produkovaného β-karotenu je výhodnější přidávat 0,1 mM selen až ve 30. hodině kultivace, 
kdy výtěžek činil až 700 µg β-karotenu/g sušiny, což představuje asi 6,5 mg/l kultury. 
Přídavek 0,01 mM selenu byl výhodnější až v 30. hodině kultivace, protože výtěžek β-
karotenu byl též vyšší než u kontroly. Na tvorbu lykopenu měly naopak všechny tři 
koncentrace Se přidané na začátku i v 30. hodině produkce  vliv pozitvní. U přídavku 1 mM 
Se na začátku produkce došlo k několikanásobněmu zvýšení produkce. I u přídavku 1 mM Se 
v 30. hodině produkce došlo téměř k ztrojnásobení produkce, což může ale souviset s inhibicí 
lykopencyklázy. Přídavek 1 mM Se měl jinak na kulturu vesměs negativní, zřejmě již toxický 
efekt.  
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         Přídavek selenu nas začátku i v 30. hodině produkce působil ve všech koncentracích 
na tvorbu ergosterolu jako stres negativní, přičemž u přídavku 0,01 mM a 0,1 mM Se na 
začátku produkce  a přídavek 0,01 mM Se v 30. hodině produkce snížil produkci téměř na 
polovinu oproti kontrolnímu vzorku. 
      Na tvorbu biomasy měl pozitivní vliv přídavek 0,01 mM a 0,1 mM Se, který způsobil 
mírné zvýšení produkce biomasy oproti kontrolnímu vzorku. Naopak přídavek 1 mM Se snížil 
produkci biomasy téměř na poloviční hodnotu výtěžku kontrolního vzorku. 
 
 
II. Vliv chromu 
     V případě chromu byly také vedeny 2 paralelní experimenty. Každý z nich byl rozdělen 
ještě do dvou fází v závislosti na přídavku chromu i do inokula II: 
 
1) produkční médium bylo zaočkováno z kontrolního inokula II  
a. v jedné sadě v prvním experimentu byl chrom přidán ve třech koncentracích 
(0,1 mM, 1 mM a 5 mM) do produkčního média na začátku kultivace. 
 
 
Graf 41: Produkce biomasy kulturou C.capitatum v přítomnosti chromu přidaného do 
produkčního média na začátku produkce 
 
 
Graf 42: Produkce β-karotenu kulturou C.capitatum v přítomnosti chromu přidaného do 
produkčního média na začátku produkce 
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Graf 43: Produkce β-karotenu kulturou C.capitatum v přítomnosti chromu přidaného do 
produkčního média na začátku produkce (mg/L kultury) 
 
 
 
 
Graf 44: Produkce ergosterolu kulturou C.capitatum v přítomnosti chromu přidaného do 
produkčního média na začátku produkce 
 
 
 
 
Graf 45: Produkce lykopenu kulturou C.capitatum v přítomnosti chromu přidaného do 
produkčního média na začátku produkce 
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     Přídavek chromu na začátku kultivace v produkčním médiu vykazoval rovněž 
poměrně silnou koncentrační závislost, přičemž nejlepší efekt vykazoval 5 mM chrom. V 
případě přídavku 1 a 5 mM chromu  byly výtěžky β-karotenu větší než u kontrolního vzorku, 
celkově bylo v přítomnosti ř mM Cr(III) dosaženo produkce  cca 450 µg/g a 4 mg/l beta-
karotenu. Přídavek 0,1 mM chromu vedl k asi dvakrát nižšímu výtěžku než u kontroly. Při 
tvorbě lykopenu působily všechny koncentrace jako stres negativní, neboˇvýtěžky byly 
vesměs nižší než u kontroly. 
     Na tvorbu ergosterolu měl pozitivní vliv pouze přídavek 5 mM Cr, kdy došlo ke 
zvýšení produkce asi o ¼ než u kontrolního vzorku. Přídavek 0,1 mM Cr snížil produkci 
téměř na 1/3 kontrolního vzorku. 
     Na tvorbu biomasy měl přídavek chromu pozitivní vliv v případě přídavku 1 mM a 5 
mM Cr, kdy došlo ke zvýšení produkce asi o ¼ v porovnání s kontrolním vzorkem. Přídavek 
0,1 mM Cr způsobil naopak snížení produkce asi na polovinu výtěžku kontrolního vzorku. 
Celkový výtěžek biomasy byl v přítomnosti 5 mM Cr(III) asi 1,5x vyšší než u kontroly a 
dosáhl hodnoty cca  9,7 g/l. Přídavek 5 mM chromu by tedy mohl být využit k produkci 
biomasy obohacené současně antioxiačním beta-karotenem a Cr(III) v koncentraci 
metabolicky využielné v lidské výživě. 
 
 
 
b. v druhé sadě v prvním experimentu byl chrom přidán ve stejných třech 
koncentracích do produkčního média až ve 30. hodině kultivace 
(předpokládaný přechod do stacionární fáze růstu). 
 
 
 
Graf 46: Produkce biomasy kulturou C.capitatum v přítomnosti chromu přidaného do 
produkčního média ve 30. hodině produkce 
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Graf 47: Produkce β-karotenu kulturou C.capitatum v přítomnosti chromu přidaného do 
produkčního média ve 30. hodině produkce 
 
 
 
Graf 48: Produkce β-karotenu kulturou C.capitatum v přítomnosti chromu přidaného do 
produkčního média ve 30. hodině produkce (mg/L kultury) 
 
 
 
Graf 49: Produkce ergosterolu kulturou C.capitatum v přítomnosti chromu přidaného do 
produkčního média ve 30. hodině produkce 
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Graf 50: Produkce lykopenu kulturou C.capitatum v přítomnosti chromu přidaného do 
produkčního média ve 30. hodině produkce 
 
           
 
 
U tohoto experimentu tomu bylo u tvorby β-karotenu přesně naopak – chrom o nižší 
koncentraci vedl k pozitivnímu efektu a vyšší koncentrace působila již negativně. Přídavek 
0,1 mM chromu ve 30. hodině se ukázal jako pozitivní stres, výtěžek pigemtnu byl asi o 
polovinu vyšší než u kontrolního vzorku. Naopak přídavek 1 mM a 5 mM Cr byl negativním 
stresem. Na tvorbu lykopenu měl nejlepší vliv přídavek 0,1 mM Cr, díky kterému došlo ke 
zdvojnásobení produkce v porovnání s kontrolním vzorkem. Přídavek 1 mM a 5 mM Cr 
způsobil snížení produkce na téměř nulovou hodnotu. 
      Na tvorbu ergosterolu měly všechny koncentrace Cr přidané ve 30. hodině negativní 
vliv, kdy přídavek 1 mM Cr způsobil nepatrné snížení produkce proti kontrole, ale u 
zbývajících dvou přídavků došlo ke snížení produkce téměř na nulovou hodnotu. 
      Na tvorbu biomasy měl pozitivní vliv pouze přídavek 1 mM Cr, kdy došlo k mírnému 
zvýšení produkce biomasy. Přídavek 5 mM Cr způsobil snížení produkce asi o ¼ a přídavek 
0,1 mM Cr snížil produkci asi o polovinu oproti kontrolnímu vzorku. 
 
 
 
2) produkční médium bylo zaočkováno z inokula II, do kterého byl přidán před kultivací 
0,1 mM chrom (cca 4mg/150 ml)  
 
a. v jedné sadě v druhém experimentu byl chrom přidán ve třech koncentracích 
(0,1mM, 1mM a 5mM) do produkčního média na začátku kultivace. 
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Graf 51: Produkce β-karotenu kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinace stresových 
faktorů – přídavek chromu na začátku produkce (INO II – 0,1 mM  Cr) 
 
 
 
Graf 52: Produkce β-karotenu kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinace stresových 
faktorů – přídavek chromu na začátku produkce (INO II – 0,1 mM  Cr) 
 
 
 
Graf 53: Produkce β-karotenu kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinace stresových 
faktorů – přídavek chromu na začátku produkce (INO II – 0,1 mM  Cr; mg/L kultury) 
 
  
76 
Graf 54: Produkce ergosterolu kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinace stresových 
faktorů – přídavek chromu na začátku produkce (INO II – 0,1 mM  Cr) 
 
 
 
 
Graf 55: Produkce lykopenu kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinace stresových 
faktorů – přídavek chromu na začátku produkce (INO II – 0,1 mM  Cr) 
 
 
 
     Preinkubace kultury cystofilobasidií s chromem (III) o nízké koncentraci v inokulu II 
neposkytla významné zvýšení pozitivního efektu chromu. Nejlepší efekt v případě následného 
přídavku chromu na začátku kultivace v produkčním médiu vykazoval přídavek 5 mM 
chromu, kdy bylo dosaženo produkce cca 10 g/l biomasy a asi dvojnásobné produkce beta-
karotenu (cca 500 µg/g; 5 mg/l). Ostatní aplikované koncentrace Cr(III) se ukázaly jako 
negativní, přičemž přídavek 0,1 mM chromu vykazoval téměř nulovou výtěžnost. Tvorba 
lykopenu byla pozitivně ovlivněna přídavkem 0,1 mM a 1 mM Cr, přičemž přídavek 0,1 mM 
Cr zvýšil produkci téměř na dvojnásobek. Přídavek 5 mM Cr snížil produkci lykopenu asi na 
1/3 kontrolního vzorku.  
    Při tvorbě ergosterolu působil jako pozitivní kontrola také pouze 5 mM Cr, při kterém 
došlo k mírnému zvýšení, naopak přídavek 1 mM Cr snížil produkci na polovinu oproti 
kontrole a přídavek 0,1 mM Cr způsobil snížení produkce téměř na nulu. 
 
  
77 
b. v druhé sadě v druhém experimentu byl chrom přidán ve stejných třech 
koncentracích do produkčního média až ve 30. hodině kultivace 
(předpokládaný přechod do stacionární fáze růstu). 
 
Graf 56: Produkce biomasy kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinace stresových faktorů 
– přídavek chromu ve 30. hodině produkce (INO II – 0,1 mM  Cr) 
 
 
Graf 57: Produkce β-karotenu kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinace stresových 
faktorů – přídavek chromu ve 30. hodině produkce (INO II – 0,1 mM  Cr) 
 
 
Graf 58: Produkce β-karotenu kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinace stresových 
faktorů – přídavek chromu ve 30. hodině produkce (INO II – 0,1 mM  Cr; mg/L kultury) 
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Graf 59: Produkce ergosterolu kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinace stresových 
faktorů – přídavek chromu ve 30. hodině produkce (INO II – 0,1 mM  Cr) 
 
Graf 60: Produkce lykopenu kulturou C.capitatum v přítomnosti kombinace stresových 
faktorů – přídavek chromu ve 30. hodině produkce (INO II – 0,1 mM  Cr) 
 
 
 
 
 
     V  experimentu, kdy bylo inokulum II preinkubováno s nízkou koncentrací Cr (III) a 
další chrom byl přidán až ve 30. hodině kultivace v produkčním médiu nevedl žádný přídavek 
Cr k pozitivnímu efektu na produkci beta-karotenu. Přídavky 0,1 a 1 mM chromu dosahovaly 
téměř 75 % výtěžnosti kontrolního vzorku. Přídavek 5 mM chromu dosahoval zhruba 
polovičního výtěžku než kontrolní vzorek. Rovněž u ostatních parametrů vykazoval nižší 
negativní efekt chrom o koncentraci 0,1 mM a 1 mM, 5 mM chroma měl silně negativní vliv. 
Tato kombinace stresových faktorů je pro pozitivní regulaci produkce pigmentů zcela 
nevhodná.  
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Graf 61: Produkce biomasy kulturou C.capitatum v přítomnosti solného, peroxidového stresu 
a jejich kombinací 
 
 
 
Graf 62: Produkce β-karotenu kulturou C.capitatum v přítomnosti solného, peroxidového 
stresu a jejich kombinací 
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     V grafu 61 je uvedeno souhrnné srovnání vlivu stresových faktorů na produkci 
biomasy Cystofilobasidií. Většina stresových faktorů vykazovala neutrální až mírně pozitivní 
efekt, pouze preinkubace kultury s 5% NaCl v INO II vedla k výraznému poklesu biomasy. 
Celkový výtěžek biomasy se pohyboval mírně nad 8 g/l.  
    Naopak na produkci β-karotenu měly prakticky všechny stresové faktory pozitivní 
vliv, přičemž přídavky stresových faktorů -  2 % NaCl, 2 % NaCl v inokulu II a kombinace  
5 % NaCl / 2 % NaCl, 5 % NaCl / 5 % NaCl a 5 % NaCl / 5 mM H2O2 způsobily 
několikanásobný nárůst produkce β-karotenu vzhledem ke kontrolnímu vzorku. Zdánlivě 
vysoké hodnoty v případě 5% NaCl v INO II mohou být zkresleny nízkou tvorbou biomasy.  
Jako perspektivní se jeví kultivace v přítomnosti 2% NaCl pouze v INO II, případně 5% NaCl 
pouze v produkčním médiu, přičemž první možnost by byla při průmyslové aplikaci 
ekonomicky výhodnější. 
 
 
 
 
Graf 63: Produkce biomasy kulturou C.capitatum v přítomnosti vybraných prvků 
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Graf 64: Produkce β-karotenu kulturou C.capitatum v přítomnosti vybraných prvků 
 
 
 
 
      Přítomnost vybraných prvků ve vhodné koncentraci vedla rovněž k významnému 
pozitivnímu vlivu na produkci biomasy i pigmentů. Produkce biomasy byla poměrně 
vyrovnaná, pozitivně byla ovlivněna přítomností 0,01 mM Se (přidán na začátku produkce) a 
0,1 mM Se (přidán ve 30. hodině produkce), dále 1 mM Cr (přidán na začátku), 5 mM Cr 
(přidán na začátku), 1 mM Cr (přidán ve 30. hodině produkce) a kombinace 5 mM Cr (přidán 
na začátku produkce) v produkčním médiu, které bylo zaočkováno inokulem II 
preinkubovaným se 4 mg Cr.  
     Na produkci β-karotenu měla řada kombinací kovových iontů spíše negativní vliv, 
přičemž přídavek 0,1 mM Cr (přidán na začátku produkce) do produkčního média, které bylo 
zaočkováno inokulum II preinkubovaným se 4 mg Cr, snížil produkci pigmentu téměř na 
nulovou hodnotu. Naopak přídavky 0,1 mM Se (přidán na začátku), 0,01 mM Se (přidán ve 
30. hod.), 0,1 mM Se (přidán ve 30. hod.), 1 mM a 5 mM Cr (přidány na zač.), 0,1 mM Cr 
(přidán ve 30. hod.) a kombinace 5 mM Cr (přidán na zač.) v produkčním médiu, které bylo 
zaočkováno inokulum II preinkubovaným se 4 mg Cr měly za následek několikanásobné 
zvýšení produkce pigmentu vzhledem ke kontrolnímu vzorku. Nejvyšší produkce celkem bylo 
dosaženo v přítomnosti 0,1 mM Se (IV) přidaným ve 30. hodině kultivace.  
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5.3.3. Srovnání produkce metabolitů několika druhy karotenogenních 
kvasinek za různých kultivačních podmínek 
 
 
Tab. 8.: Srovnání produkcí za různých kultivačních podmínek 
 
Srovnání produkcí metabolitů různými kvasinkami za různých kultivačních podmínek 
CC RA RG RR SR Ssa SSh 
metabolit  stresový faktor 
  
biomasa (g/L)  8,04 4,69 10,9 9,53 9,04 5,83 3,58 
β-karoten (µg/g suš.) 279,747 268,57 207,52 47,11 491,8 174,33 517,42 
lykopen (µg/g suš.) 0,1359 7,33 2,92 2,93 18,42 X 15,56 
ergosterol (µg/g suš.) 
optimální 
podmínky 
2204,28 2620,1 1240,8 287,11 2019,25 3919,58 4326,24 
  
2% NaCl 8,18 6,11 9,23 8,09 3,3 4,14 2,82 
5 % NaCl 6,86 4,63 8,41 6,76 3,32 3,13 2,39 
2 mM H2O2 7,98 7,02 10,3 6,09 3,68 5,08 3,95 
biomasa (g/L) 
5 mM H2O2 8,93 6,77 7,21 7,94 3,89 1,95 2,85 
2% NaCl 292,5039 298,87 404,55 45,95 729,34 469,61 782,66 
5 % NaCl 502,0043 41,91 233,4 25,05 336,93 734,61 12,29 
2 mM H2O2 291,8641 256,61 329,02 58,64 362,5 966,16 882,47 
β-karoten (µg/g suš.) 
5 mM H2O2 374,3751 45,82 138,24 38,24 734,23 830,81 10,25 
2% NaCl 0,2276 12,21 11,57 1,58 47,87 X 13,65 
5 % NaCl 0,095 2,63 14,51 3,89 2,9 X 24,07 
2 mM H2O2 0,1028 11,31 1,79 1,74 11,63 X 3,23 
lykopen 
5 mM H2O2 0,2159 2,76 3,55 0,81 25,93 26,19 1,78 
2% NaCl 1520,26 1619,6 1588,1 538,52 5689,69 4154,9 5565,82 
5 % NaCl 2193,3 640,5 964,72 215,58 4519,16 4446,21 868,21 
2 mM H2O2 2750,62 1755,6 1771 392,4 2586,32 4659,76 3894,12 
ergosterol 
5 mM H2O2 2822,07 661,02 663,82 320,13 3600,01 3860,88 1632,2 
 
Tab. 9: Srovnání maximálních produkcí β-karotenu a biomasy 
 
Srovnání nejvyšších produkcí metabolitů 
MO metabolit stresor množství 
biomasa (g/L ) 9,28 
β-karoten (µg/g suš.) 694,67 
lykopen (µg/g suš.) 0,21 
ergosterol (µg/g suš.) 
0,01 mM Se (v 30. hod) 
2042,04 
biomasa (g/L ) 6,86 
β-karoten (µg/g suš.) 502,00 
lykopen (µg/g suš.) 0,10 
CC 
ergosterol (µg/g suš.) 
5% NaCl 
2193,30 
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biomasa (g/L ) 6,11 
298,87 
12,21 RA 
β-karoten (µg/g suš.) 
lykopen (µg/g suš.) 
ergosterol (µg/g suš.) 
2 % NaCl 
1619,57 
biomasa (g/L ) 9,23 
β-karoten (µg/g suš.) 404,55 
lykopen (µg/g suš.) 11,57 RG 
ergosterol (µg/g suš.) 
2 % NaCl 
1588,13 
biomasa (g/L ) 8,09 
β-karoten (µg/g suš.) 45,95 
lykopen (µg/g suš.) 1,58 RR 
ergosterol (µg/g suš.) 
2 % NaCl 
538,52 
biomasa (g/L ) 3,89 
β-karoten (µg/g suš.) 734,23 
lykopen (µg/g suš.) 25,93 SR 
ergosterol (µg/g suš.) 
5 mM H2O2 
3600,01 
biomasa (g/L ) 5,08 
β-karoten (µg/g suš.) 966,16 
lykopen (µg/g suš.) X Ssa 
ergosterol (µg/g suš.) 
2 mM H2O2 
4659,76 
biomasa (g/L ) 3,95 
β-karoten (µg/g suš.) 882,47 
lykopen (µg/g suš.) 3,23 SSh 
ergosterol (µg/g suš.) 
2 mM H2O2 
3894,12 
 
 
Grafy 65 a 66: Srovnání maximálních produkcí biomasy a β-karotenu v přítomnosti 
stresových faktorů 
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     Ze srovnání dosavadních výsledků získaných podrobným studiem několika druhů 
karotenogenních kvasinek vyplývá, že v Erlenmayerových baňkách lze ve většině případů 
dosáhnout produkce biomasy do 10 g/l, což se podařilo i u kvasinky Cystofilobasidium 
capitatum: Vyšší produkce biomasy byla dosažena pouze u Rhodotorula glutinis kultivované 
v přítomnosti 2% NaCl a Rhodotorula rubra kultivované v přítomnosti 2 % NaCl. 
     V produkci β-karotenu byla kvasinka Cystofilobasidium capitatum překonána všemi 
zástupci rodu Sporobolomyces, přičemž kvasinka Sporobolomyces salmonicolor v přítomnosti 
2mM H2O2 vyprodukovala téměř dvojnásobné množství než C. capitatum. Produkce 
biomasy u Sporobolomycet je však všeobecně nižší než u ostatních rodů. 
Pokud jde o odolnost kvasinkových buněk a schopnost produkovat v podmínkách 
exogenního stresu vyšší množství pigmentů při nepříliš ovlivněné a dostatečně vysoké 
produkci biomasy, jsou kvasinky rodu Cystofilobasidium podobné spíše rodu Rhodotorula 
než Sporobolomyces a lze je považovat za potenciálně perspektivní pro technologické využití.  
 
 
 
5.4. Analýza genomu karotenogenních kvasinek 
 
      V návaznosti na předchozí práce byly dále testovány možnosti analýzy genomu 
karotenogenních kvasinek, který dosud nebyl popsán. Genomická analýza umožní využití 
jednak z hlediska taxonomického a také lze na jejím základě posoudit případný negativní 
efekt stresu na integritu kvasinkového genomu. Bližší charakteristika genomu a separace 
chromozomů je nezbytná pro další analýzu lokalizace crt genů a jejich regulace. 
Na analýzu genomu je nezbytné nejdříve získat velmi čistý preparát intaktní DNA 
z karotenogenních kvasinek a optimalizovat metodu použitou k analýze. Pro analýzu byla 
použita metoda pulzní gelové elektroforézy, která byla v rámci předložené diplomové práce 
optimalizována za účelem zisku co nejlépe separovaných kvasinkových chromozomů. Vzorky 
byly nanášeny na gel ve formě bločků. Pořadí bločků je vždy uvedeno v tabulce. Postup i 
příprava vzorků jsou uvedeny v kapitole 4.5. 
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Obr. 32: PFGE snímek 
 
 
Tab. 10: Popis PFGE snímku spolu s podmínkami  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 33: PFGE snímek 
Pořadí vzorků 
1 Yeasts chromozome standard 
2 Cystofilobasidium capitatum A (10-1-1) 
3 Cystofilobasidium capitatum B (10-1-2) 
Podmínky 
1,2% gel, 0,08M TBE pufr, 162 V 
70s/15hod, 120s/15hod, ….30hod 
celkem 
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Tab. 11: Popis snímku spolu s podmínkami 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
Obr. 34: PFGE snímek 
 
Tab. 12: Popis snímků s podmínkami 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pořadí vzorků PFGE gelů na snímcích 44 a 45 je stejné. Nejdříve byl nanesen Yeast 
chromozome standard, poté byly naneseny vzorky Cystofilobasidium capitatum A a B 
v bločcích (pohled zleva). U snímku 46 byl také nanesen nejdříve Yeast chromozome 
Pořadí vzorků 
1 Yeasts chromozome standard 
2 Cystofilobasidium capitatum A (10-1-1) 
3 Cystofilobasidium capitatum B (10-1-2) 
Podmínky 
1% gel, 0,08M TBE pufr, 162 V 
70s/15hod, 100s/10hod, 120s/10hod, 
150s/15hod ….50hod celkem 
Pořadí vzorků 
1 Yeasts chromozome standard 
2 Rhodotorula glutinis  
3 Sporobolomyces roseus 
4 Cystofilobasidium capitatum A (10-1-1) 
5 Cystofilobasidium capitatum B (10-1-2) 
Podmínky 
1% gel, 0,08M TBE pufr,  
100s/10hod/162V, 120s/10hod/162V, 
150s/15hod/162V, 200s/15hod/135V 
250s/15hod/108V 
300s/10hod/108V 
celkem 75hod 
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standard a poté byly naneseny bločky kvasinek Rhodotorula glutinis, Sporobolomyces roseus 
a nakonec Cystofilobasidium capitatum A a B (pohled zleva). 
        Na snímku 44 je patrné rozdělení chromozomální DNA kvasinky Cystofilobasidium 
capitatum. Toto rozdělení je ovšem poměrně slabě viditelné, což může být způsobeno 
nedostatečnou koncentrací buněk této kvasinky.  Podmínky experimentu vyobrazeného na 
snímku 45 jsou jiné (délka impulzů a celkový čas) než u pokusu na obrázku 44. Na snímku 45 
je také patrné dobré rozdělení chromozomů, ale opět byly buňky kvasinky Cystofilobasidium 
capitatum málo koncentrované, jelikož je rozdělení slabě viditelné. Při hodnocení výsledku 
PFGE v transiluminátoru lze odhadem určit počet chromozomálních fragmentů kvasinky 
Cystofilobasidium na nejméně 12. 
        U třetího experimentu bylo srovnáváno rozdělení chromozomální DNA kvasinek 
Rhodotorula glutinis, Sporobolomyces roseus a Cystofilobasidium capitatum a podmínky se 
opět lišily od předchozích dvou pokusů. DNA kvasinek R. glutinis a S. roseus se dobře 
rozdělila a jednotlivé chromozomy jsou pěkně viditelné, i když nedošlo k rozdělení větších 
fragmentů. Rozdělená DNA kvasinky Cystofilobasidium capitatum je velice slabě viditelná, 
což je zřejmě opět způsobeno nízkou koncentrací buněk. Při bližším studiu je však z výsledků 
patrné, že sestava fragmentů DNA kvasinek rodů Rhodotorula a Sporobolomyces není 
identická a že kvasinky rodu Rhodotorula naopak mají některé fragmenty shodné s rodem 
Cystofilobasidium. Sestavení karyotypů všech rodů bude vyžadovat další studium a bude 
třeba aplikovat specifické podmínky pro skupinové separace chromozomů. Obecně se totiž ve 
srovnání se standardem S. cerevisiae jeví chromosomy karotenogenních kvasinek jako 
podstatně větší. Dosavadní výsledky analýzy PFGE umožňují identifikovat u kvasinek rodů 
Rhodotorula a Sporobolomyces minimálně 8 chromozomálních fragmentů.  
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6. DISKUZE  
 
     Karotenoidy představují skupinu asi 600 pigmentů, které jsou rozšířené ve všech 
typech živých organismů. Díky konjugovanému systému dvojných vazeb způsobují žluté až 
červené zabarvení, ale mají také schopnost se snadno oxidovat, čímž chrání živé organismy 
proti působení volných radikálů a vykazují antikarcinogenní a antimutagenní vliv.  
      Donedávna byla tato barviva získávána z rostlinných zdrojů, ale již byly v průmyslu 
zavedeny postupy biotechnologické produkce karotenoidů pomocí mikroorganismů, kdy jsou 
řešeny otázky výběru vhodných producentů a možnosti jejich ovlivnění za účelem maximální 
produkce [3,4].  
      K regulaci této produkce lze použít modifikaci kultivačních médií, změnu životních 
podmínek použitím různých stresových faktorů nebo metody genového inženýrství, i když 
každý mikroorganismus je omezen určitými hraničními fyziologickými možnostmi buňky 
[29]. 
      Tato práce byla zaměřena na studium dosud málo prozkoumané karotenogenní 
kvasinky Cystofilobasidium capitatum. Kvasinka patří do třídy Basidiomycetes, podobně jako 
kvasinky rodu Rhodotorula. V průběhu experimentální části práce byla stanovena růstová 
křivka této kvasinky při kultivaci za optimálních podmínek a byla studována produkce 
karotenoidních pigmentů při kultivaci v přítomnosti exogenních stresových faktorů. K izolaci 
a analýze karotenoidů byly použity moderní separační a identifikační metody. Kromě 
pigmentů byla izolována a analyzována chromozomální DNA metodou pulzní gelové 
elektroforézy. 
 Růst kvasinky C.capitatum je poněkud odlišný od dříve studovaných karotenogenních 
kmenů; průběh stacionární fáze není kolísavý a vykazuje jen jedno významné maximum 
produkce biomasy i beta-karotenu v cca 100. hodině kultivace. Majoritním produkovaným 
pigmentem je beta-karoten. Za optimálních podmínek je produkováno přibližně 8 g/l biomasy 
a kolem 200 µg/g beta-karotenu. 
      Poněvadž produkce pigmentu vykazuje spíše průměrné hodnoty, byla kvasinka 
Cystofilobasidium capitatum dále vystavena působení exogenního stresu indukovaného 
přídavkem 2% NaCl, 5% NaCl, 2 mM H2O2, 5 mM H2O2 a jejich kombinací do inokula II a 
produkčního média. Dále byl testován i vliv selenu a chromu - 0,01 mM, 0,1 mM a 1 mM Se 
a 0,1 mM, 1 mM a 5 mM Cr, kdy tyto stresové faktory byly přidány do inokula II nebo do 
produkčního média.  
      Produkce lykopenu byla vesměs velmi nízká, převážná většina byla ihned 
metabolizována na cyklické a oxidované deriváty. Na výtěžek lykopenu měl u C. capitatum 
nejvýraznější vliv 1 mM Se přidaný do produkčního média na začátku produkce. Po srovnání 
s dalšími karotenogenními kvasinkami bylo zjištěno, že maximální množství 
vyprodukovaného lykopenu je zde až 50 krát nižší než u ostatních kvasinek. Kvasinka 
Cystofilobasidium capitatum produkovala v přítomnosti 1 mM Se pouze 0,65 µg lykopenu/g 
sušiny, zatímco kvasinky rodu Rhodotorula (RA, RG a RR) a rodu Sporobolomyces (SR a  
SSh) vyprodukovaly v přítomnosti peroxidového a solného stresu množství lykopenu 
v rozmezí od 3,9 do 47,9 µg/g sušiny (Tab. 9).  
      Na samotnou produkci β-karotenu měl u C. capitatum nejvýznamnější vliv 0,01 mM 
Se přidaný do produkčního média ve 30. hodině produkce. I u produkce tohoto pigmentu 
vykazovala kvasinka C. capitatum vyšší maximální výtěžek (694,7 µg/g sušiny) než kvasinky 
rodu Rhodotorula (RA, RG a RR), jejichž výtěžky jsou v rozmezí 68,6 – 404,6 µg/g sušiny. 
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Stejně jako u produkce ergosterolu tak i u produkce β-karotenu nedosáhla C. capitatum 
výtěžků tohoto pigmentu podobné jako u kvasinek rodu Sporobolomyces (SR, SSa a SSh), 
jejichž výtěžky se pohybují v rozmezí 734,2 – 966,2 µg/g sušiny (Tab. 9). 
      Produkce ergosterolu byla u C. capitatum nejvíce ovlivněna přídavkem 5 mM Cr 
přidaným do produkčního média zaočkovaného inokulem II, které bylo preinkubováno s 0,1 
mM Cr, a to ve 30. hodině produkce. Tato kvasinka vykazovala větší maximální výtěžek než 
kvasinky rodu Rhodotorula (RA, RG a RR), jejichž výtěžky se pohybovaly v rozmezí 538,5 – 
2620 µg/g sušiny. Naopak oproti kvasinkám rodu Sporobolomyces (SR, SSa a SSh) byl 
maximální výtěžek kvasinky C. capitatum pouze poloviční. 
      Na tvorbu biomasy měla největší vliv kombinace 5mM Cr přidaného na začátku 
produkce do produkčního média preinkubovaného s Cr (IV). I další stresové faktory, jako je 
solný a peroxidový stres, vykazují solidní výtěžky biomasy. Největší množství biomasy bylo 
vyprodukováno kvasinkou C. capitatum v přítomnosti 5mM H2O2 (8,39 g/L kultury).  
 Ze souhrnu dosavadních výsledků vyplývá, že kvasinka Cystofilobasidium capitatum 
vykazuje podobné produkční vlastnosti jako průmyslové kvasinky rodu Rhodotorula. I přes 
určité odlišnosti dané jak reakcí na stres, tak i odlišnou strukturou karyotypu, však nelze tyto 
kvasinky vyloučit jako potenciální průmyslově využitelné kmeny k produkci pigmentů 
samotných, ale zejména biomasy obohacené karotenoidy a případně přídavkem biogenních 
prvků o vhodné koncentraci. Potenciální využití kvasinky však vyžaduje další podrobné 
studium a zejména přesun kultivací do větších objemů. 
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7. ZÁVĚRY 
   
o V předložené práci byla stanovena růstová křivka kvasinky Cystofilobasidium 
capitatum, která vykazuje podobně jako ostatní karotenogenní kvasinky 
dvoustupňový průběh s prodlouženou stacionární fází, avšak s poněkud 
odlišnou rychlostí růstu. Na rozdíl od jiných karotenogenních kvasinek, které 
mají maximum tvorby biomasy v 80. hodině produkce, kvasinka 
Cystofilobasidium capitatum vykazuje produkční maximum až kolem 103. 
hodiny kultivace. Kvasinka produkuje β-karoten, lykopen a další 
neidentifikované pigmenty a rovněž ergosterol. Majoritním pigmentem je beta-
karoten, jenž je produkován souběžně s biomasou s maximem ve 103. hodině. 
o Dále byla studována produkce karotenoidních pigmentů a ergosterolu 
kvasinkou Cystofilobasidium capitatum při kultivaci v přítomnosti různých 
stresových faktorů. Aplikované stresové faktory neměly významný vliv na 
tvorbu biomasy, která dosahovala průměrně 8-9 g/l. Výrazně pozitivní efekt 
vykazoval 5mM Cr přidaný do produkčního média ke kultuře preinkubované 
nízkou koncentrací Cr (III) v inokulu II. Zde množství biomasy dosáhlo 
hodnoty 10 g/L kultury. Tvorbu β-karotenu pozitivně ovlivňovala řada 
aplikovaných stresových faktorů, nejvyšší výtěžek (695 µg/g sušiny) byl 
dosažen v přítomnosti 0,1 mM Se přidaného do produkčního média ve 30. 
hodině produkce. Tvorba ergosterolu nebyla regulována souběžně 
s karotenoidy jako u jiných karotenogenních kmenů, pozitivní efekt měl 
přídavek 5mM Cr, kdy výtěžek ergosterolu dosáhl hodnoty 2967 µg/g sušiny. 
Lykopen byl produkován v podstatně nižším množství než u jiných kvasinek a 
byl zřejmě ihned metabolizován na cyklické a oxidované deriváty. Nejvyšší 
hodnota lykopenu byla dosažena v přítomnosti 1mM Se (0,65 µg/g sušiny). 
 
o Produkční vlastnosti kvasinky C. capitatum za stresových podmínek byly 
srovnány s produkcí biomasy a pigmentů u dříve studovaných karotenogenních 
kvasinek rodů Rhodotorula a Sporobolomyces. Kvasinka C. capitatum 
produkuje maximální množství biomasy (9,86 g/L kultury) v přítomnosti 5% 
NaCl, toto množství bylo překonání pouze Rhodotorulami kultivovanými 
v přítomnosti 2% NaCl. V případě produkce β-karotenu byly vyšší hodnoty 
nalezeny u všech zástupců rodu Sporobolomyces, avšak u těchto kmenů je 
velmi nízká produkce biomasy. S výtěžkem 502 µg β-karotenu/g sušiny 
předčila kvasinka C.capitatum všechny tři zástupce rodu Rhodotorula, z nichž 
Rhodotorula glutinis je používána jako průmyslový kmen.  
 
o Při analýze izolované chromozomální DNA byly optimalizovány podmínky 
průběhu metody pulzní gelové elektroforézy. Karyotyp kvasinky 
Cystofilobasidium se poměrně značně liší od karyotypů kvasinek rodů 
Rhodotorula i Sporobolomyces, které však nejsou totožné. Některé skupiny 
fragmentů rodu Rhodotorula jsou dokonce podobné spíše rodu 
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Cystofilobasidium.  U cystofilobasidií lze předběžně odhadnout počet 
viditelných fragmentů na nejméně 12, u ostatních dvou rodů na nejméně 8. 
Chromozomy jsou zřejmě podstatně větší než u kvasinky Saccharomyces 
cerevisiae.  
 
o Ze souhrnu dosavadních výsledků vyplývá, že kvasinka Cystofilobasidium 
capitatum vykazuje podobné produkční vlastnosti jako průmyslové kvasinky 
rodu Rhodotorula. I přes určité odlišnosti v reakci na stres i ve struktuře 
karyotypu však lze tyto kvasinky považovat za potenciální průmyslově 
využitelné kmeny k produkci karotenoidních pigmentů i biomasy obohacené 
karotenoidy a případně přídavkem biogenních prvků o vhodné koncentraci. 
Potenciální využití kvasinky však vyžaduje další studium. 
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8. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK  
 
IPDP  tzv. aktivní izopren, isopentenyl pyrofosfát, též isopentenyldifosfátu 
DMADP dimethylallylpyrofosfát, též dimethylallyldifosfát 
GDP  geranyldifosfát 
FDP  farnesyldifosfát 
GGDP  geranylgeranyldifosfát 
RNA  ribonukleová kyselina 
mRNA mediátorová RNA 
DNA  deoxyribonukleová kyselina 
DMS  dymethylsulfát 
DES  diethylsulfát 
EMS  ethylmethylsulfonát 
DPA  difenylamin 
KOH  hydroxid draselný 
EtOH  etanol 
MeOH  metanol 
H2O2  peroxid vodíku 
NaCl  sůl kamenná 
UV  „ultra-violet“ = ultrafialové světlo 
HPLC  vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
LC/MS kapalinová chromatografie/ hmotnostní spektrofotometrie 
PFGE  pulzní gelová elektroforéza 
DMSO dimethylsulfoxid 
RG  Rhodotorula Glutinis 
RR  Rhodotorula rubra 
RA  Rhodotorula aurantiaca 
SR  Sporobolomyces roseus 
SSa  Sporobolomyces salmonicolor 
SSh  Sporobolomyces shibatanus 
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10.  PŘÍLOHY 
 
 
 
 
 
 Obr. 35: Chromatogram β-karotenu 
 
 
 
 
Obr. 36: Chromatogram ergosterolu 
